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ADNOTARE
Chesov Dumitru
”Optimizarea diagnosticului si eficientizarea tratamentului tuberculozei”
Teza de doctor habilitat in medicina, Chisiniu, 2023

Structura tezei: introducere, sase capitole, concluzii, bibliografia din 307 surse, 29 de
figuri, 17 de tabele, Rezultatele studiului au fost publicate in 51 de lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: TB, MDR, diagnostic de laborator, M. tuberculosis, tratament
antituberculos.

Domeniul de studiu: Medicina generalda. Pneumoftiziologie.

Scopul cercetirii: Evaluarea interventiilor clinice si de laborator cu potential de optimizare
a diagnosticului si de eficientizare a tratamentului bolnavilor de tuberculoza.

Obiectivele cercetirii: Aprecierea eficacitatii determinarii raspunsului celular periferic
specific prin interferon-y si interleukina-2 in diferentierea statutelor clinice ale infectiei prin M.
tuberculosis,; Evaluarea acuratetei diagnostice a citirii automatizate a frotiurilor de microscopie in
coloratie fluorescenta prin platforma Fluorobot in diagnosticul tuberculozei pulmonare la adulti;
Determinarea impactului implementarii tehnicii GeneXpert MTB/Rif asupra managementului
terapeutic la bolnavii cu tuberculozd pulmonard mutlidrog rezistentd in Republica Moldova;
Determinarea rolului evaludrii specimenelor de aspirat bronsic in diagnosticul tuberculozei
pulmonare la pacientii cu specimene paucibacilare ale sputei liber expectorate; Aprecierea
eficacitatii includerii badaquilinei in schemele de tratament al tuberculozei multidrog rezistente in
conditiile managementului programatic al bolnavilor de tuberculoza; Evaluarea rationalitatii
includerii izoniazidei in doze mari in schemele terapeutice utilizate la bolnavii cu tuberculoza
multidrog rezistentd; Aprecierea impactului functiei respiratorii la momentul diagnosticului asupra
rezultatelor tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonara; Evaluarea optiunilor de apreciere
a rezultatelor tratamentului la bolnavii de tuberculoza.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Noutatea cercetarii este data de evaluarea eficacitatii
aplicarii de noi biomarkeri (profilul citokinic IL-2/INF-y al limfocitelor din sangele periferic),
specimene alternative (aspirat bronsic) si solutii tehnologice originale (FluoroSpot, Fluorobot,
Xpert MTB/RIif) in scopul diagnosticarii infectiei tuberculoase in practica clinica. La fel, noutatea
studiului este asiguratd de aprecierea eficacitatii si/sau rationalitatii aplicdrii In conditiile clinice
de rutind din cadrul sistemului de sdnétate din Republica Moldova a unor medicamente noi precum
badaquilina sau dozelor mari de izoniazida, de rand cu identificarea de noi factori predictivi ai
eficacitatii tratamentului antituberculos si aplicarii unor abordari mai obiective, din punct de

vedere clinic, in aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos.



Rezultatele noi pentru stiinta si practica: Fluorospot - ul reprezintd o metoda alternativa
pentru diagnosticul infectiei tuberculoase latente cu acuratete diagnostica similard cu cea a
tehnicilor IGRA-EliSpot; Aplicarea tehnologiilor pe baza de deep learning algorithm precum
Fluorobotul permite citirea automatizata a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescentd cu o
acuratetea comparabild cu cea obtinuta la citirea manuald; Aplicarea la scard nationald a tehnicii
Xpert MTB/Rif in diagnosticul tuberculozei a permis reducerea intarzierii terapeutice de 6 ori la
bolnavii cu tuberculoza pulmonard MDR; Utilizarea specimenelor de aspirat bronsic testate prin
teste molecular-genetice (Xpert MTB/Rif) la bolnavii cu tuberculozda pulmonara cu
paucibacilaritate naltd (microscopie si Xpert MTB/Rif negative in probele de sputd liber
expectoratd) permite confirmarea microbiologica aditionald la o patrime dintre acesti bolnavi.;
Badaquilina utilizata in schemele de tratament la bolnavii cu tuberculoza MDR, inclusiv la cei cu
esec a tratamentelor anterioare, in conditiile oferirii ingrijirilor medicale in mod programatic
asigura o ratd Tnaltd de vindecare si reducerea mortalitatii; Rezistenta fata de izoniazida la bolnavii
cu tuberculozi MDR 1in Republica Moldova este in majoritatea covarsitoare a cazurilor
determinatd de mutatii in gena katG (asociate cu niveluri inalte ale concentratiilor minime
inhibitorii fatd de acest medicament), fapt care exclude administrarea empirica a dozelor mari de
izoniazida (15-20 mg/kg) in schemele de tratament la acesti bolnavi; Pattern-ul restrictiv al functiei
pulmonare la bolnavii cu tuberculoza pulmonara, apreciat la initierea tratamentului antituberculos,
este un factor predicitv negativ, potential modificabil, al rezultatelor tratamentului la bolnavii de
tuberculoza; Aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos dupa o perioada de supraveghere
posterapie reprezintd o abordare mai rationald din punct de vedere clinic de evaluare a
tratamentului antituberculos, fezabild in conditiile de ingrijire programaticd a bolnavilor de
tuberculoza.

Semnificatia teoretica. Cercetarea oferd argumentarea teoretica necesara ludrii deciziilor de
optimizare a algoritmelor diagnostice curente de confirmare a infectiei tuberculoase prin
includerea potentiald in acestea a testelor serologice de apreciere a INF-y si IL-2 secretate de
limfocitele T, citirii automatizate a frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta si testarii
prin teste molecular-genetice a specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu sputa paucibacilara.
specificitatii, raportului de probabilitate pozitiva si cel de probabilitate negativa demonstrate in
prezenta lucrare. La fel, a fost argumentat impactul implementarii la nivel national a tehnicii Xpert
MTB/RIf prin aprecierea efectul global asupra reducerii intarzierii terapeutice la bolnavii cu
tuberculozi pulmonarda MDR. in cardul evaludrii interventiilor de eficientizare a tratamentului
antituberculos a fost argumentata eficacitatea includerii in schemele de tratament in conditii

programatice la bolnavii cu tuberculozdi MDR a badaquilinei prin demonstrarea unei rate de



vindecarea mai mare si a mortalitdtii mai reduse la utilizarea acestui medicament precum si
ineficacitatea includerii empirice (fara aprecierea determinatei genetice) a izoniazidei in doze mari
in schemele de tratament la bolnavii cu tuberculozia MDR. In acelasi context, a fost argumentati
rationalitatea si fezabilitatea supravegherii postterapeutice in evaluarea rezultatelor tratamentului
antituberculos.

Valoarea aplicativa. Aplicarea interventiilor evaluate in cadrul lucrarii permite reducerea
intarzierii diagnostice la bolnavii cu tuberculoza pulmonara MDR, cresterea semnificativa a
confirmarii microbiologice a tuberculozei pulmonare la bolnavii cu sputa paucibacilara, precum si
optimizarea citirii frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta. La fel, utilizarea solutiilor
terapeutice evaluate sunt eficiente in cresterea vindecarii si reducerea ratei de mortalitate la
bolnavii cu tuberculoza MDR, precum si evitarea tratamentelor neargumentate cu doze mari de
izoniazidd cu potential efect hepatotoxic la acesti bolnavi. Utilizarea aprecierii eficacitatii
tratamentului dupa supravegherea postratament ofera o evaluare mai obiectiva din punct de vedere
clinic al eficacitatii terapeutice.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Recomandarile studiului sunt utilizate In procesul
didactic de pregatire a cadrelor medicale la Disciplina de Pneumologie si Alergologie, precum si
in sectiile de ftiziopneumologie a IMSP IFP “Chiril Draganiuc”. Au fost inregistrate 3 certificate

de inovator si 3 acte de implementare a rezultatelor.



AHHOTALIUA
Kecos Aymutpy
"OnTUuMHU3aNus JTUATHOCTUKY U NOBbIIeHNe 3G eKTHBHOCTH JieueHUus TyOepKyJie3a'
Juccepranus T10KTOpa HayK B 00J1acTH MeAuluHbl, KummHnes, 2023 r.

CTpykTypa auccepTallMH: BBEIEHHE, IIECTh TIJaB, BHIBOABIL, OuOmmorpadus u3 307
HCTOYHUKOB, 29 puCYHKOB, |7 Tabmu1, pe3ynbTaTsl HCCISI0OBaHUS OMYOJIMKOBAaHbI B 51 HaydHOH
pabore.

KmoueBbie caoBa: Tb, MJIY, nabGoparopHas pumarHoctuka, M. tuberculosis,
MIPOTUBOTYOEPKYIIE3HOE JICUCHHE.

ObJacTb uccaenoBanusi: O6mas menuunHa. OTUIUOMYIIEMOHOJIOTHS.

Hean nccienoBanusi: OneHKa KITMHAYECKUX U JIAOOPATOPHBIX BMEMIATEIBCTB, CIIOCOOHBIX
ONITUMH3HUPOBATh TUATHOCTUKY U YIYUIINTH JIedeHUE OOJBHBIX TYOEPKYIEe30M.

3agaum ucciaegoBanus: OueHNTH YPPEKTHBHOCTD OTPEACTICHUS CIIeNN(PUISCKOTO OTBETA
uHTEepdepoHa-y U HHTEpICHKHHA-2 TIepUPepUIECKIX KICTOK B qu(depeHnInanmy KIMHTIECKOTO
craryca M. tuberculosis; OUeHUTh THarHOCTUYECKYI0O TOYHOCTh aBTOMAaTU3NPOBAHHOTO UTCHHUS
Ma3KoB B (pIIyOpECIEHTHOM OKpammMBaHUHU ¢ momMomsio matdopmel Fluorobot B mumarHocTuke
TyOepKyne3a JeTKuX y B3pocibix; OmnpenenuTs BIUsSHUE BHeApeHus Mmetomukm GeneXpert
MTB/Rif Ha BeeHUE MAIUCHTOB ¢ MHOYKECTBEHHO JICKAPCTBCHHO YCTOWYHMBBIM TYOEPKYIE30M
nerkux B PecnyOsmke Mommosa; OnpenenuTs posib OIEeHKH 00pa3IoB OPOHXHUAIBHOTO acrupaTa
B JIMarHOCTUKE TYOEpKyne3a JIETKHX Yy IMAlUeHTOB ¢ MaloOalMUIIpHOI MOKpoToif; OreHka
(pPEKTHBHOCTH BKIIOYCHHS OCMAaKMIUIMHA B CXEMBI JICUCHHS TyOepKyse3a ¢ MHOKECTBEHHOU
JIEKapCTBEHHOM YCTOHYMBOCTHIO B KOHTEKCTE MPOTPAMMHOTO BeJICHHS OOJIBHBIX TYOCpPKYIe30M;
OreHKa paroHaIbHOCTH BKIIIOYCHHS BHICOKUX /103 N30HMWA3W/IA B CXEMBbI JICUCHHUS MAI[ICHTOB C
TyOEpKyJIe30M C MHO>KECTBEHHOMW JIEKAPCTBEHHOH YCTOMYHUBOCTHIO; OlLIEHKA BAMSHUS IApaMETPOB
pecriupaTtopHOi (HYHKIIUHM Ha pe3yJabTaThl JICUYCHHS IMAllMEHTOB C TYOepKyine30M Jerkux; OneHka
pa3HBIX MOIXOI0B ONPEICITICHUS PE3YIIFTATOB JICUECHH Y MTAIIHEHTOB C TYOSPKYIIe30M.

HayuyHnasi HOBU3HA W OpPUIHHAJIBLHOCTh. HOBH3HA HcCenOBaHMs 3aKITIOYAETCS B OLIEHKE
>ppeKTHBHOCTH TpHUMEHEeHUsT HOBBIX OuomapkepoB (IL-2/INF-y mTHMTOKMHOBBIA TpoQHIH
TM(OINTOB TIepupepUIECcKOil KPOBH), AIbTEPHATUBHBIX 00pa3oB (OpOHXHATIBHBIN acupar) u
OpUTHHANBHBIX TexHosormdeckux pemreHuit (FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) s
IMAarHOCTHKA TYOepKyJde3HOH WH(EKIMM B KIMHUYECKOH TMpakThke. Takke HOBH3HA
WCCIICTOBAHUS 3aKITIOYaeTCsl B OLeHKe A(P(HEeKTHBHOCTH W/MIIM palliOHAIBHOCTH NMPUMEHEHHS B
MOBCEHEBHBIX KIMHUYECKHX YCIOBHSX B paMKaX CHCTEMBI 3IpaBOOXpaHeHHs PecryOmmkn
MonmoBa HOBBIX MPENapaToB, TAKUX Kak OCTaKWIMH WM M30HUA3HIa B BBICOKHX J[03aX. B Tom

quciae HOBM3HA OOYCIOBJECHAa  BBIBICHHEM  HOBBIX  INPEIUKTOPOB  3()(HEKTHBHOCTH



MPOTHBOTYOCPKYIE3HOTO JICUCHHSI H TIPUMEHEHHEM 0oJiee 0ObEKTUBHBIX, C KIMHUYECKOW TOUYKA
3peHHs, TIOAXO0JI0B B OLIEHKE PE3yAbTATOB MPOTHBOTYOEPKYJIE3HOTO JICUCHUS.

Hosble pe3yabrathl st Hayku W mnpaktuku: Fluorospot mpencraBmser coOoit
abTePHATUBHBIA METOJ] TUATHOCTHKH JIATCHTHOU TYOSpKYIIe3HOH MH(PEKINHN C TUarHO CTHYECKON
TOYHOCTBIO, CXOJTHOM ¢ TOUHOCTHIO MeTo/10B IGRA-EliSpot; [IpumeHenne TexHOI0THi Ha OCHOBE
aNITOPUTMOB IITYOOKOTO 00ydeHHs, TakuX Kak Fluorobot, mo3Bossier aBTOMaTH3UpOBAaHHOE YTCHUE
MHUKPOCKOITMIECKHX Ma3KOB B (DIyOPECICHTHOM OKpPAIIMBaHMH C TOYHOCTBIO, CPAaBHUMOH C
TOYHOCTBIO, TTOJTy4aeMoil Tpu pydHoM uTeHuu; OOIIeHaOHATBHOE BHEPEHUE METoIa Xpert
MTB/Rif B gmarHocTHKe TyOepKyse3a MO3BOJMIO B 6 pa3 COKPATUTh 33ACPHKKYy Tepamuu y
nareHToB ¢ MJIY Tybepkyne3om nerkux; Vcmons3oBanue 00pa3ioB OpOHXHATBFHOTO aclupara,
MPOTECTUPOBAHHBIX MOJEKYIsIpHO-TeHeTndeckuMu Tectamu (Xpert MTB/Rif) y mammenToB c
TyOepKYJIE30M JIETKHX MaloOarmsipHoii  MOKpoTod (Mukpockomust u  Xpert MTB/Rif
OTPHULATEIIbHBI) MMO3BOJISET MOJIYYUTh JONOJHUTEIPHOE MHUKPOOHOIOTHYECKOE IMOJITBEPKICHUE
3a005ieBaHUsl y YETBEPTH 3THX MNalMEHTOB; lcmonp3oBaHue OegakwiIvHA B CXeMax JICUCHHS
naieHToB ¢ MJIY Tb, Bkmouas TexX, KTO paHee HE NOJIydas JICUEHUs, IPU MPOrpaMMHOM
OKa3aHWW TIOMOINM OOECTIEYMBACT BBICOKMH TPOLEHT H3JICUCHUS W CHIDKCHHE CMEpPTHOCTH;
PesuctentHOCTh K M30HHMA3UAY y OombHBIX MJIY Th B Pecnydmike MouioBa B 1OJaBIISIOMEM
OOJILIIIMHCTBE CTydaeB 00yclOBIeHa MyTalusaMu B TeHe katG (acconnnupoBaHHBIMU C BBICOKUMU
YPOBHSMH MUHUMAJIBHBIX MHTUOUPYIOIIMMHU KOHIIEHTPALMSIMH STOTO Mperapara), 4T0 HCKIII0IaeT
SMIIUPHYECKOE HAa3HAYCHHE BBICOKHMX 1103 m30HHMa3uaa (15-20 Mr/kr) B cxemax JEYEHHS ITHX
MaMeHToB; PecTpUKTUBHBIN MaTTepH (QYHKIUH JIETKUX y MAIlMEHTOB C TYOSpKYIIE30M JIETKHX,
OLICHEHHBI B Hayaje TNPOTUBOTYOCPKYIE3HOTO JICUCHHMS, SBISIETCS  IMOTEHIIHAIHLHO
MOIUGHUIMPYEMBIM ~ HETATUBHBIM  NPEAWKTOPOM  PE3yIbTaTOB JICYCHHS MAHUEHTOB C
TyOepkynezom; OreHka pe3ylIbTaTOB MPOTHBOTYOEPKYIE3HOTO JIEUEHHUS] IIOciie Mepuoaa
nocriedeOHaro HaOMIOICHHS SBISIETCS 00Jee KIMHIUYECKH PAMOHAIBHBIM MOJIXOIOM B OIICHKE
MPOTHBOTYOEPKYIE3HOTO JICYCHHUS, OCYIIECTBUMBIM B YCJOBUSIX NPOTPAMMHOTO BEICHUS
MAIUEHTOB C TYOCPKYIIC30M.

TeopeTuyeckasi 3Ha4YMMOCTh. VccienmoBaHue maeT TEOpeTHYECKOe OOOCHOBAaHHUE IS
MPUHITHS PELICHUH N0 ONTUMHU3ALUH TEKYLIIUX AUATHOCTUYECKUX aJTOPUTMOB MOATBEPKICHUS
TyOepKyJIe3HOH MHPEKIMH TyTeM MOTEHIIMAIFHOTO BKIIOUEHUS CEPOIOTUUECKUX aHATH30B JJIS
ouenkn INF-y u IL-2, cekperupyempix T-nmumdonntamMu, aBTOMATH3HUPOBAHHOTO YTEHUS
MHUKPOCKOTIMM Ma3KOB B  ()IyOPECICHTHOW OKpacKh, ¥  MOJICKYISIPHO-TEHETHIECKOTO
TECTHPOBaHUS 00PA3I0B OPOHXUATBHOTO aCMUpaTa y MAMeHTOB ¢ MaJO0AMIUIIPHON MOKPOTOM.
B npencrasienHol paboTe apryMeHTalHs yKa3aHHBIX BMEIIATEIECTB MMPOBEICHA C TOYKH 3P CHHS

YYBCTBUTCIIBHOCTH, CHGI_[I/I(i)I/ILIHOCTI/I, OTHOIICHUAX HpaBHOHOIIO(SI/IH INOJIOKUTCIIBHOIO U

10



OTPHULIATETIHHOTO PE3yNNbTaToOB. Takxke, B ANCCEPTANH OBLIO JOKAa3aHHO MOJIOKUTEIBHBIN d(dexT
obmmeHannoHanpHOTO BHenpeHus metona Xpert MTB/Rif Ha Begenne O0NBHBIX ¢ TYOEpKYIe30M
MyTeM OIICHKH OOIIEero BIMSHUS Ha CHIDKEHUE 3aJCpKKHM Tepanuu y manueHToB ¢ MIJTY
Tyoepkyne3om. [lpu omeHke MeponpHATHil 1O TOBBIIICHUIO J(P(PEKTUBHOCTH JEUCHHS
TyOepkynéza S((EKTUBHOCTh TAaKMX KaK BKIIOYCHHsS OCTaKWJIMHA B CXEMBl JICUYCHUS B
MPOTPaMMHBIX YCIOBHAX y OonbHBIX ¢ MJIY TyOepkymne3oM ObumM JOKa3aHHBI 00Jiee BBICOKAsS
94acToTa U3JIeYeHNS U O0Jiee HU3Kask CMEPTHOCTD MPH MCIOJIb30BaHUH 3TOTO Tperapara, a TakKe
Hed(p(HEeKTUBHOCTh, AMIHUPUUYECKOTO BKIIOYCHHS (0€3 OLIEHKM TeHETHYECKUX JICTePMUHAHT),
BBICOKHX JI03 M30HUA3U 1A B CXEMBI JieueHUs 00bHBIX MITY TyOepkyné3om. B 3ToM ke KOHTEKCTE
ObLIa apTyMEHTHPOBaHA PAMOHAIFHOCTH U LIEJIeCO00Pa3HOCTh MOCTICYEOHOTO HAOTIOIEHHS TIPU
OLIEHKE Pe3yNbTAaTOB JCUCHHS TyOepKyIe3a.

IIpakTHyeckoe 3HAYUMOCTHb. BHenpeHrWe WHTEpBEHIWH, WCCIECAOBAaHHBIX B JaHHOMN
paboTe, O3BOJISIET COKPATUTh TUArHOCTHYECKYIO 3aJepKKy y nanueHToB ¢ MJIY tybepkynezom
JIETKUX, 3HAYUTEIBHO YBEITHMYUTh MUKPOOMOJIOTHIECKOE TTOATBEPIKICHHE TYOepKyIe3a JIETKUX y
MAIMEHTOB C MAIOOAIMIIIIPHONH MOKPOTOH W ONTHMHU3HPOBATh YTEHHE MHUKPOCKOIIMU Ma3KOB B
¢diryopecrieHTHOW  OKpacke. Takxke, WCIIONB30BAHUE WCCICJOBAHHBIX TEPANEBTHUECKUX
BMeEIaTebCTB () (HEKTUBHO [T YBETUUEHUS U3JICUCHHS U CHIDKEHHSI CMEPTHOCTH y TIAIIEHTOB
¢ MJIY t1yOepkyné3oMm, a Takke MO3BOJSICT W30CKATh HEONPABIAHHOTO JICYCHUS BBICOKUMH
703aMH  HM30HHMA3WIa C TOTEHIHAIGHBIM TIemaTOTOKCHUecKuM dPdekrom y  OOJBHBIX
Tyoepkynézom. Hcmomp3oBaHne OLEHKH A(PQPEKTHBHOCTH JICUEHHUS TMOCIe MOCTICYeOHOTO
HaOmroneHnst obOecrieunBaer Ooyiee OOBEKTUBHYIO, C KIMHUYECKOW TOYKM 3PEHHUS, OLEHKY
3¢ (EKTUBHOCTH JICUCHUSI.

Buenpenue  pe3syabraToB.  HayuHo-mpakTtudyeckue — pe3ynbTaThl  HMCCIEIOBAHUS
UCTIOJNB3YIOTC B ydeOHOM mpomuecce Ha Kadenpe [lynsmononormm u Amreprosornn ['YMO®
«Huxomae Tectemunany», a Takxke B oTneneHusx Mucturyra ¢grusnomymsmononorun "Kupuin
Hparantok". [To pe3ymbraraMm paboThI 3apeTUCTPUPOBAHO 3 cepTH(UKATA paMOHATIM3ANNN U 3

aKTa BHCAPCHUA PE3YJIbTATOB.
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SUMMARY
Chesov Dumitru
"Optimisation of the diagnosis and improvement of the treatment of tuberculosis"
Thesis of doctor habilitattus in medicine, Chisinau, 2023

Thesis structure: introduction, six chapters, conclusions, bibliography containing 307
sources, 29 figures, 17 tables, results of the study were published in 51 scientific papers.

Keywords: TB, MDR, laboratory diagnosis, M. tuberculosis, antituberculosis treatment.

Field of study: General medicine. Pulmonology.

Research aim: Evaluation of clinical and laboratory interventions with the potential to
optimise diagnosis and to improve treatment of tuberculosis patients.

Research objectives: To assess efficacy of assessment of the interferon-y and interleukin-2
peripheral cell response in differentiating the clinical statuses of M. tuberculosis infection; To
assess the diagnostic accuracy of automated reading by Fluorobot platform of the fluorescent
stained smears in the diagnosis of pulmonary tuberculosis in adults; To determine the impact of
the implementation of GeneXpert MTB/Rif technique on the therapeutic management of patients
with mutlidrug-resistant pulmonary tuberculosis in the Republic of Moldova; To determine the
role of bronchial aspirate specimen evaluation in the diagnosis of pulmonary tuberculosis in
patients with paucibacillary free expectorated sputum specimens; To assess the effectiveness of
including bedaquiline in multidrug-resistant tuberculosis treatment regimens in the conditions of
programmatic management of tuberculosis patients; To assess the rationality of including high-
dose isoniazid in treatment regimens used in patients with multidrug-resistant tuberculosis in the
Republic of Moldova; To determine the impact of respiratory function assessed at diagnosis on
treatment outcomes in patients with pulmonary tuberculosis; To evaluate alternative approaches
in assessment of treatment outcomes in tuberculosis patients.

Scientific novelty and originality. The novelty of the research is given by the evaluation of
the efficacy of applying new biomarkers (IL-2/INF-y cytokine profile of peripheral blood
lymphocytes), alternative specimens (bronchial aspirate) and original technological solutions
(FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) for the diagnosis of tuberculosis infection in clinical
practice. Similarly, the novelty of the study is provided by the assessment of the effectiveness
and/or rationality of the application in routine clinical conditions in the health system of the
Republic of Moldova of new drugs such as bedaquiline or high-dose isoniazid, together with the
identification of new predictors of the effectiveness of antituberculosis treatment and the
application of more objective approaches, from a clinical point of view, in the assessment of

antituberculosis treatment outcomes.

12



New results for science and practice: Fluorospot represents an alternative method for the
diagnosis of latent tuberculosis infection with diagnostic accuracy similar to that of IGRA-EliSpot
techniques; Application of deep learning algorithm-based technologies such as Fluorobot allows
automated reading of microscopic smears in fluorescent staining with an accuracy comparable to
that obtained at manual reading; Nationwide application of the Xpert MTB/Rif technique in the
diagnosis of tuberculosis has allowed a 6-fold reduction in therapeutic delay in patients with MDR
pulmonary tuberculosis; The use of bronchial aspirate specimens tested by molecular-genetic tests
(Xpert MTB/Rif) in patients with pulmonary tuberculosis with highly paucibacillary sputum
(microscopy and Xpert MTB/RIif negative) allows additional microbiological confirmation in a
quarter of these patients; Bedaquiline used in treatment regimens in patients with MDR
tuberculosis, including those with previous treatment failure, under programmatic care delivery
ensures a high cure rate and reduced mortality; Resistance to isoniazid in MDR tuberculosis
patients in the Republic of Moldova is overwhelmingly due to mutations in the katG gene
(associated with high levels of minimum inhibitory concentrations against this drug), which
precludes empirical administration of high doses of isoniazid (15-20 mg/kg) in treatment regimens
for these patients; Restrictive pattern of pulmonary function in patients with pulmonary
tuberculosis, assessed at initiation of antituberculosis treatment, is a potentially modifiable
negative predictor of treatment outcome in patients with tuberculosis; Assessment of
antituberculosis treatment outcome after a period of post-therapy surveillance is a more rational
approach to antituberculosis treatment evaluation, feasible in conditions of programmatic care of
tuberculosis patients.

Theoretical significance. The research provides the rationale for decisions on optimisation
of current diagnostic algorithms on diagnosis of M. tuberculosis infection by potentially including
serological assays to assess INF-y and IL-2 secreted by T lymphocytes, automated reading of
microscopy of fluorescent stained smears and molecular-genetic testing of bronchial aspirate
specimens in patients with paucibacillary sputum. Argumentation of the mentioned interventions
is done considering sensitivity, specificity, positive and negative likelihood ratios. Similarly, the
impact of the nationwide implementation of the Xpert MTB/Rif technique has been argued by
assessing the overall effect on reducing therapeutic delay in patients with MDR pulmonary
tuberculosis. In the evaluation of interventions for the improvement of tuberculosis treatment, was
argued the effectiveness of including bedaquiline in treatment regimens under programmatic
conditions in MDR tuberculosis patients by demonstrating a higher cure rate and lower mortality
when using this drug, and the ineffectiveness of empirical inclusion (without assessment of genetic

determinants) of high-dose isoniazid in treatment regimens in MDR tuberculosis patients. In the
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same context, the rationality and feasibility of post-therapy surveillance in assessing TB treatment
outcomes was argued.

Applicative value. The application of the interventions evaluated in this work allows to
reduce the diagnostic delay in patients with MDR pulmonary tuberculosis, to significantly increase
the microbiological confirmation of pulmonary tuberculosis in patients with paucibacillary
sputum, and to optimize the reading of fluorescent stained smears. Likewise, the use of the
evaluated therapeutic solutions has been shown to be effective in increasing cure rate and reducing
mortality rate in MDR tuberculosis patients, as well as avoiding empirical use of high-dose
isoniazid treatments with potential hepatotoxic effect in these patients. The use of treatment
assessment after post-treatment surveillance provides have been shown to be more, from clinical
point of view, for the assessment of therapeutic efficacy.

Implementation of scientific results. The theoretical and practical results of the study are
used in training of medical students at the Department of Pulmonology and Allergology, as well
as in the departments of "Chiril Draganiuc" Phthisiopneumology Institute. There were registered

3 certificates of innovator and 3 acts of implementation of results.
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INTRODUCERE

Actualitatea temei

Tuberculoza este boala infectioasa care anual la nivel global cauzeaza un important numar
de Tmbolnaviri si cel mai mare numar de decese provocate de un singur agent infectios [1]. Urmare
al acestui impact major asupra sanatatii publice, tuberculoza este in cdmpul de vedere al celor mai
recunoscute institutii internationale care stabilesc politici si prioritizeaza interventii care au drept
scop reducerea poverii si eventual eliminarea acestei boli [2]. In acest context in ultima decadi au
fost inregistrate mai multe realizari importante atat la capitolul diagnosticului cat si a tratamentului
tuberculozei.

In domeniul diagnosticul tuberculozei au fost dezvoltate o serie de teste pe bazi de
amplificare a acizilor nucleici care in studiile de laborator au demonstrat o naltd acuratete de
identificare a M. tuberculosis combinatd cu un timp redus de obtinere a rezultatului [3].
Suplimentar, tehnologiile molecular-genetice au oferit posibilitatea aprecierii rapide a sensibilitatii
la medicamentele antituberculoase esentiale. Din grupul acestor teste o implementare deosebit de
largd a obtinut-o testul Xpert MTB/RIif. Caracteristicile tehnice ale acestuia (acuratetea, rapiditatea
si simplitatea operationald) au inspirat entuziasm chiar din primele rapoarte de implementare.
Eficienta si impactul real al utilizarii tehnologiei Xpert MTB/Rif 1n practica clinica curentd poate
fi redusa de o serie de factori si poate avea un diferit grad de succes in dependentda de
particularitatile sistemelor medicale (rata inalta a coinfectie TB/HIV, incidenta sporitd a tulpinilor
multidrog rezistente, sistem centralizat de acordare a asistentei medicale etc.) [4] si categoriile de
pacienti (cu forme extrapulmonare de boald, imunocompromisi, copii etc.) [5]. Astfel,
determinarea impactului real al utilizarii tehnologiei Xpert in diagnosticul tuberculozei in cadrul
diferitor sisteme de acordare a asistentei medicale a devenit una din prioritatile de cercetare.
Evaludrii unor parametri ai impactului Xpert MTB/Rif asupra managementului terapeutic al
bolnavilor cu tuberculoza MDR si confirmarii microbiologice la bolnavii cu sputd paucibacilara,
in conditiile practicii clinice din Republica Moldova, sunt dedicate si doud dintre obiectivele
prezentei lucrari.

Odata cu implementarea 1n practici de noi metode diagnostice inevitabil a crescut si
volumul de lucru efectuat de catre laboratoarele de diagnostic microbiologic, fie urmare a
efectudrii directe a testarilor prin noile tehnologii, fie secundar testarilor asociate controlului
calitatii in unitatile subordonate. In acest context si-au ficut aparitia tehnologiile de efectuare si
citire automatiza a metodelor clasice de diagnostic (microscopia si cultura), cu potential de a

substitui sau cel putin de a reduce implicarea personalului uman si drept urmare eliberarea” lui
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pentru efectuarea altor testiri mai complexe. In cazul unora dintre aceste sisteme automatizate,
precum sistemele BACTEC pentru citirea culturilor MGIT (Mycobacteria Growth Indicator
Tube), exista o multitudine de date experimentale si din teren privind eficacitate si cost eficienta
lor [6]. In cazul altora acuratetea si fezabilitatea aplicarii in contextul diferitor scenarii de aplicare
in practica incd urmeaza a fi stabilite. Aprecierii performantelor platformei de citire automatizata
a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescentd (Fluorobot) este consacrat un alt obiectiv al
prezentei lucrari [7].

De rand cu realizarile importante, la capitolul diagnosticului tuberculozei, au fost
inregistrate si anumite dezamagiri si sperante neimplinite, in special este cazul testelor de
diagnostic al infectiei tuberculoase latente (ITBL) [8]. Astfel, dezvoltarea pe parcursul a catorva
decenii a testelor IGRA (Interferon-Gamma Release Assay) a condus la concluzia despre
specificitatea redusd a acestora in identificarea persoanelor cu ITBL cu risc sporit de progresie
spre tuberculozad activa precum si in diferentierea persoanelor cu ITBL de cele cu tuberculoza
activa [9]. Drept urmare, in prezent sunt desfasurate numeroase studii care urmaresc identificarea
de noi biomarkeri (alternativi sau complementari INF-y apreciat prin IGRA) care ar fi mai eficienti
in diferentierea diferitor statute clinice ale infectiei tuberculoase. Astfel, si unul dintre obiectivele
prezentei lucrari a urmarit evaluarea potentialului rol al aprecierii profilului secretor de IL-2/INF-
v al limfocitelor T din sangele periferic in diferentierea statutelor clinice ale infectiei cu M.
tuberculosis [10].

Progresele de bazad in ceea ce tine tratamentul tuberculozei sunt legate de identificarea si
introducerea 1n practica clinica a noi medicamente si scheme terapeutice. Printre acestea cele mai
sonore sunt badaquilina si delamanidul, de rand cu schemele scurte de tratament pentru
tuberculoza MDR. Desi delamanidul ar putea fi, cel putin in parte, trecut pe lista asteptarilor
neimplinite, badaquilina si-a demonstrat eficienta la toate etapele de testare clinica dupa care a fost
inclusa in bateria de prima linie in tratamentul antituberculos [11, 12]. Cu toate acestea, exista
constientizarea faptului ca eficacitatea raportata in trialurile clinice ar putea sa nu sa se regdseasca
in practica curentd in special in cazul tratamentului tuberculozei MDR (administrarea la bolnavi
cu forme mai grave decat cei din studiu clinic, aderenta mai joasa la tratamentul indelungat, riscul
mai mare al reactiilor adverse din coadministrare cu medicatia pentru comorbiditati etc.). Astfel,
evaluarea eficacitatii utilizarii medicamentelor si a schemelor noi de tratament la aplicarea lor in
practica clinica curentd, 1n special in cadrul managementului programatic al bolnavilor aplicat de
catre programele nationale de rdspuns la tuberculoza, a constituit un interes practic major a

cercetarii in domeniu. In prezenta lucrare se regasesc rezultatele evaluarii eficacitatii includerii
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badaquilinei in schemele de tratament antituberculos la bolnavii cu tuberculoza MDR in cadrul
Programului national de raspuns la tuberculoza in Republica Moldova.

Monitorizarea si evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos reprezintd un taram al
discutiilor in plind desfasurare. Markerii utilizati in prezent (in mare parte microbiologici) pentru
monitorizarea eficacitatii terapiei si stabilirii vindicarii sunt indirecti si poseda o specificitate joasa
[13]. Astfel, problematica cercetarilor in acest domeniu este orientatd spre identificarea de
biomarkeri mai specifici care ar permite stabilirea individualizatd a evolutiei favorabile a
tratamentului si a vindecarii. Rezultatele obtinute 1n acest sens la ora actuala sunt promitatoare,
dar inca care sunt departe de a fi aplicabile in practica curentd. Datoritd acestui fapt exista un
interes viu pentru identificarea factorilor de risc pentru evolutia nefavorabild a tratamentului si
revizuirea principiilor de aplicare a criteriilor (microbiologice si clinice) utilizate pentru definirea
rezultatelor tratamentului in prezent [14]. In acest context, ca parte a acestei lucriri, au fost incluse
si doud obiective dedicate aprecierii impactului functiei pulmonare asupra rezultatelor
tratamentului antituberculos precum si evaluarii fezabilitdtii si impactului concluzionarii despre
rezultatele finale ale terapiei antituberculoase dupa monitorizarea timp de un an de la incheierea
tratamentului antituberculos.

Sumarizand cele descrise mai sus conchidem pe de o parte despre pasi importanti facuti
la bolnavii de tuberculoza, iar pe de alta despre existenta unor provocari care impun optimizare si

imbunatatire, unele dintre care sunt discutate in prezenta lucrare.

Cuvinte cheie: TB, MDR, diagnostic de laborator, M. tuberculosis, tratament

antituberculos
Domeniul de studiu: Pneumoftiziologie

Scopul

Evaluarea interventiilor clinice si de laborator cu potential de optimizare a diagnosticului

si de eficientizare a tratamentului bolnavilor de tuberculoza.
Obiectivele cercetarii

1. Aprecierea eficacitatii determinarii raspunsului celular specific prin interferon-y si interleukina-

2 in diferentierea statutelor clinice ale infectiei prin M. tuberculosis.

2. Evaluarea acuratetei diagnostice a citirii automatizate a frotiurilor de microscopie in coloratie

fluorescenta prin platforma Fluorobot in diagnosticul tuberculozei pulmonare la adulti.
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3. Determinarea impactului implementarii tehnicii Xpert MTB/Rif asupra managementului

terapeutic la bolnavii cu tuberculoza pulmonara multidrog rezistenta in Republica Moldova.

4. Determinarea rolului evaludrii specimenelor de aspirat bronsic in diagnosticul tuberculozei

pulmonare la pacientii cu specimene paucibacilare ale sputei liber expectorate.

5. Aprecierea eficacitatii includerii badaquilinei in schemele de tratament al tuberculozei

multidrog rezistente n conditiile managementului programatic al bolnavilor de tuberculoza.

6. Evaluarea rationalitatii includerii izoniazidei in doze mari in schemele terapeutice utilizate la

bolnavii cu tuberculoza multidrog rezistenta.

7. Aprecierea impactului functiei pulmonare la momentul diagnosticului asupra rezultatelor

tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonara.

8. Evaluarea optiunilor de apreciere a rezultatelor tratamentului la bolnavii de tuberculoza.

Sinteza metodologiei de cercetare

Conform obiectivelor cercetarii au fost selectate mai multe solutii metodologice.

Pentru obiectivul 1 a fost realizat un studiu prospectiv de apreciere a acuratetei diagnostice
al aprecierii profilului secretor IL-2/INF-y a limfocitelor T din s&ngele periferic determinat prin
platforma Fluorospot in diferentierea ITBL de tuberculoza activa (confirmatd prin cultura sau test
molecular-genetic) si tuberculoza vindecata in calitate de grup de control fiind utilizati persoanele
sandtoase la care a fost exclusa ITBL (rezultat IGRA-EliSpot negativ).

La obiectivului 2 a fost efectuat un studiu prospectiv de apreciere a acuratetei diagnostice de
identificare a bacililor M. tuberculosis prin citirea automatizatd a frotiurilor microscopice in coloratie
fluorescentd cu ajutorul platformei Fluorobot efectuate in scop de diagnostic al tuberculozei
pulmonare. Aceasta a fost comparata cu citirea manuald a microscopiei de catre personalul de
laborator, ca metodd de referintd fiind considerati cultura la M. tuberculosis. in cazul ambelor
obiective (1 si 2) acuratetea diagnostica a fost apreciata prin determinarea sensibilitatii, specificitatii,
valorii predictive negative (VPN), valorii predictive pozitive (VPP), raportului de probabilitatea a
testului pozitiv (LR+) si raportului de probabilitate a testului negativ (LR-). La fel, pentru cuantificarea
acuratetei sumare in ambele cazuri a fost efectuata analiza ROC.

Pentru realizarea obiectivului 3 a fost efectuatd o analizd retrospectiva de pre-/post-
implementare (2011-2015) a testului Xpert MTB/Rif in Republica Moldova, pe un esantion integral
constituit din cohorta nationald de bolnavi care au initiat tratamentul pentru tuberculoza MDR in
Republica Moldova 1n perioada de studiu, fiind analizata dinamica timpului de initiere a tratamentului

si corelarea lui cu numarul testdrilor prin Xpert MTB/Rif.
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In cadrul obiectivului 4 a fost efectuat un studiu retrospectiv de apreciere a acuratetei
diagnostice a testului Xpert MTB/Rif la testarea specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu sputa
paucibacilara (microscopia la BAAR si Xpert MTB/Rif negative), la fel, fiind apreciata valoarea
addugatd a examindrii specimenelor de aspirat bronsic in confirmarea microbiologica a tuberculozei
pulmonare. Similar cu primele doud obiective acuratetea diagnosticd a fost apreciatd din perspectiva
sensibilitatii, specificitatii, VPP, VPN, LR+, LR-, ca standard de referintd fiind considerat cultura la
M. tuberculosis.

Pentru obiectivul 5 a fost realizat un studiu retrospectiv de tip caz-control pentru aprecierea
rezultatelor tratamentului la bolnavii cu tuberculoza MDR, schema de tratament a carora a inclus
bedaquilina (cohorta bedaquilind) versus cei fard de bedaquilind (cohorta non-bedaquilind). Potrivirea
cohortelor dupd parametrii clinico-demografici si de tratament a fost efectuata Tn baza scorului de
propensiune. Cohortele au fost comparate dupa tipul si rata de conversie a culturii si rezultatele finale
ale tratamentului la incheierea acestuia si peste un an post-terapie.

Obiectivul 6 a fost realizat in baza unei analize retrospective de descriere a frecventei
mutatiilor asociate cu rezistenta la izoniazida determinate cu ajutorul unei metode comerciale a testelor
de hibridizarea a produselor de amplificare a acizilor nucleici (Line Probe Assay - LPA, Genotype
MTBDR plus ver. 1) precum si prin secventierea de noud generatie (Next Generation Sequencing -
NGS).

Pentru obiectivul 7 a fost efectuat un studiu retrospectiv de cohortd care a comparat rezultatele
tratamentului la pacientii cu tuberculoza cu functie pulmonara normald versus cu cei cu functia
pulmonard alteratd (stratificatd in trei pattern-uri: obstructiv, restrictiv si mixt) determinata la
momentul stabilirii diagnosticului (initierii terapiei). Asocierea independenta dintre disfunctia
pulmonara si rezultatele tratamentului antituberculos au fost evaluate in cadrul unui model de regresie
logistica multipla.

Realizarea obiectivului 8 a fost atinsa prin efectuarea unei analize descriptive a doud cohorte
de bolnavi cu tuberculoza, prima cohorta integrald a pacientilor cu tuberculoza MDR care au initiat
tratamentul antituberculos pe parcursul la doi ani consecutivi (2013-2014) in cadrul Programului
national de raspuns la tuberculoza din Republica Moldova si cea de a doud constituitd din toti bolnavii
care au initiat tratamentul pentru tuberculoza MDR in cadrul Dispensarului antituberculos din orasul
Harkiv pe parcursul anului 2014. La acestea retrospectiv au fost descrise rezultatele tratamentului
aplicand doua seturi de definitii, cel aplicat in mod curent (in corespundere cu recomandérile OMS) si
cel care presupune supravegherea post-terapeutica (definitii simplificate dupa TBNET), fiind evaluate
potentialele avantaje ale ultimei abordari la aplicare in cadrul sistemelor de Ingrijiri medicale oferite

bolnavilor de tuberculoza din Europa de Est.
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Sumarul capitolelor tezei

Capitolul I rezumi datele literaturii privitor la diagnosticul si tratamentul tuberculozei. In
compartimentul optiunilor diagnostice sunt descrise si caracterizate varietatea metodelor molecular-
genetice de confirmare a infectiei cu M. tuberculosis, de rand cu testele clasice precum microscopia si
cultura. La fel, sunt revizuite ultimele date privitor la regimurile de tratament si medicamentele noi
introduse in practica clinicd pe parcursul ultimului deceniu de rand cu abordarile actuale in evaluarea
rezultatelor tratamentului antituberculos.

Capitolul II descrie acuratetea diagnostica a profilului secretor (IL2"/INF", IL2"/INF", IL2/INF")
al limfocitelor T din sangele periferic in diferentierea a persoanelor cu ITBL de bolnavii de tuberculoza
activa si cei cu tuberculoza vindecatd in anamneza. Profilul secretor al limfocitelor T a fost apreciat prin
intermediul platformei Fluorospot secundar stimularii cu antigenii micobacterieni specifici ESTA-6 si CFP-
10, rezultatele fiind comparate cu acuratetea in diferentierea statutelor clinico-imunologice ale infectiei
tuberculoase prin IGRA-EliSpot.

Capitolul III prezintd rezultatele citirii automatizate a frotiurilor microscopice in coloratie
fluorescenta prin intermediul platformei Fluorobot (dispozitiv automatizat pe baza de machine learning
algorithm), in specimenele de sputd colectate in scop diagnostic la persoanele suspecte de tuberculoza
pulmonara. Rezultatele citirii prin Fluorobot au fost comparate cu cele ale citirii de cétre personalul de
laborator cu experientd extinsa in examenul microscopic.

Capitolul 1V este dedicat potentialului de optimizare a diagnosticului tuberculozei a aplicarii
metodelor molecular-genetice (Xpert MTB/Rif). In special este determinati corelatia dintre timpul de
intarziere terapeutica si utilizarea Xpert MTB/Rif la bolnavii cu tuberculozd MDR in Republica Moldova,
precum si valoarea addugatd a examinarii prin Xpert MTB/Rif a specimenelor de aspirat bronsic pentru
confirmarea microbiologica a tuberculozei pulmonare cu specimene paucibacilare a sputei liber expectorate
(BAAR negative, Xpert negative).

Capitolul V descrie impactul interventiilor terapeutice precum includerea in schemele de
tratament a bedaquilinei la bolnavilor cu tuberculoza MDR 1in conditiile managementului programatic al
acestor bolnavi, 1n special fiind analizate impactul asupra timpului si ratei de conversie a sputei si a
rezultatelor finale ale tratamentului. La fel, este determinata (ne)rationalitatea utilizirii empirice (fara
cunoasterea determinantei genetice a rezistentei) a dozelor mari de izoniazida (15-20 mg/kg) la bolnavii cu
tuberculoza MDR din Republica Moldova.

Capitolul VI include rezultatele aprecierii asocierii dintre disfunctia pulmonard prezenta la
momentul initierii tratamentului antituberculos si rezultatele acestuia (rata de tratament de succes, esecul
tratamentului si deces) la bolnavii cu tuberculoza pulmonara. La fel, sunt prezentate datele aprecierii
rezultatelor tratamentului tuberculozei in baza criteriilor de evaluare care presupun monitorizarea post-
terapeuticd versus rezultatele apreciate n cadrul programelor de raspuns la tuberculoza in baza

recomandarilor OMS.
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Noutatea si originalitatea

Noutatea cercetarii este data de evaluarea eficacitatii aplicarii de noi biomarkeri (profilul
citokinic IL-2/INF-y al limfocitelor din sangele periferic), specimene alternative (aspirat bronsic)
si solutii tehnologice originale (FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) in scopul diagnosticarii
infectiei tuberculoase in practica clinica. La fel, noutatea studiului este asigurata de aprecierea
eficacitatii si/sau rationalitatii aplicdrii in conditiile clinice de rutind din cadrul sistemului de
sanatate din Republica Moldova a unor medicamente noi precum badaquilina si a dozelor mari de
izoniazida, de rdnd cu identificarea de noi factori predictivi ai eficacitatii tratamentului
antituberculos si aplicérii unor abordari mai obiective, din punct de vedere clinic, in aprecierea

rezultatelor tratamentului antituberculos.

Rezultatele obtinute care au determinat solutionarea unei probleme stiintifice,

aplicative de importanta majora

- Fluorospot - ul reprezintd o metoda alternativa pentru diagnosticul infectiei tuberculoase latente
cu acuratete diagnostica similard cu cea a tehnicilor IGRA-EliSpot.

- Aplicarea tehnologiilor pe baza de deep learning algorithm precum Fluorobotul permite citirea
automatizata a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescenta cu o acuratetea comparabila cu
cea obtinuta la citirea manuala.

- Aplicarea la scara nationald a tehnicii Xpert MTB/Rif in diagnosticul tuberculozei a permis
reducerea intarzierii terapeutice de 6 ori la bolnavii cu tuberculoza pulmonara MDR.

- Utilizarea specimenelor de aspirat bronsic testate prin teste molecular-genetice (Xpert
MTB/Rif) la bolnavii cu tuberculoza pulmonard cu paucibacilaritate inaltd (microscopie si
Xpert MTB/Rif negative in probele de sputd liber expectoratd) permite confirmarea
microbiologica aditionala la o patrime dintre acesti bolnavi.

- Badaquilina utilizata in schemele de tratament la bolnavii cu tuberculoza MDR, inclusiv la cei
cu esec a tratamentelor anterioare, in conditiile oferirii ingrijirilor medicale in mod programatic'
asigura o ratd Inaltd de vindecare si reducere a mortalitatii.

- Rezistenta fata de izoniazida la bolnavii cu tuberculoza MDR 1n Republica Moldova este in
majoritatea covarsitoare a cazurilor determinatd de mutatii in gena katG (asociate cu niveluri

inalte ale concentratiilor minime inhibitorii fatd de acest medicament), fapt care exclude

"' mod programatic — model de oferire a asistentei medicale bolnavilor de tuberculoza in cadrul unui Program national
de raspuns (control) la tuberculoza, care de reguld presupune un management centralizat al resurselor diagnostice si
de tratament, acest model de reguld este aplicat In tdrile cu incidentd inaltd a tuberculozei cu venituri medii si joase.
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administrarea empirica a dozelor mari de izoniazida (15-20 mg/kg) in schemele de tratament la
acesti bolnavi.

- Pattern-ul restrictiv al functiei pulmonare la bolnavii cu tuberculoza pulmonara, apreciat la
initierea tratamentului antituberculos, este un factor predictiv negativ, potential modificabil, al
rezultatelor tratamentului la acesti bolnavi.

- Aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos dupa o perioada de supraveghere post-
terapie reprezinta o abordare mai rationald din punct de vedere clinic in evaluarea tratamentului

antituberculos, fezabila in conditiile de Ingrijire programatica a bolnavilor de tuberculoza.

Semnificatia teoretica

Cercetarea ofera argumentarea teoreticd necesarda ludrii deciziilor de optimizare a
algoritmelor diagnostice curente de confirmare a infectiei tuberculoase prin includerea potentiala
in acestea a testelor serologice de apreciere a INF-y si IL-2 secretate de limfocitele T, citirii
automatizate a frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta si testdrii prin teste molecular-
genetice a specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu sputd paucibacilara. Argumentarea
interventiilor mentionate poate fi efectuatd din perspectiva sensibilittii, specificitatii, raportului
de probabilitate pozitiva si cel de probabilitate negativa demonstrate in prezenta lucrare. La fel, a
fost argumentat impactul implementarii la nivel national a tehnicii Xpert MTB/Rif prin aprecierea
efectului global asupra reducerii Intarzierii terapeutice la bolnavii cu tuberculoza pulmonara MDR.
In cardul evaluirii interventiilor de eficientizare a tratamentului antituberculos a fost argumentata
eficacitatea includerii in schemele de tratament in conditii programatice la bolnavii cu tuberculoza
MDR a badaquilinei prin demonstrarea unei rate de vindecarea mai mare si a mortalitdti mai reduse
la utilizarea acestui medicament precum si ineficacitatea includerii empirice (fara aprecierea
determinatei genetice) a izoniazidei in doze mari in schemele de tratament la bolnavii cu
tuberculozi MDR. In aceeasi ordine de idei, a fost argumentati rationalitatea si fezabilitatea

supravegherii postterapeutice in evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos.

Valoarea aplicativa

Aplicarea interventiilor evaluate in cadrul lucrdrii permite reducerea Intarzierii
diagnostice la bolnavii cu tuberculozd pulmonara MDR, cresterea semnificativa a confirmarii
microbiologice a tuberculozei pulmonare la bolnavii cu sputd paucibacilara, precum si optimizarea
citirii frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta. Utilizarea solutiilor terapeutice evaluate
contribuie la cresterea vindecarii si reducerea ratei de mortalitate la bolnavii cu tuberculozd MDR,

precum si evitarea tratamentelor neargumentate cu doze mari de izoniazidd cu potential efect
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hepatotoxic la acesti bolnavi. Utilizarea aprecierii eficacitatii tratamentului dupad supravegherea

postratament oferd o evaluara mai obiectiva din punct de vedere clinic al eficacitatii terapeutice.

Implementarea rezultatelor

Rezultatele tezei au fost implementate in sectiile Institutului de ftiziopneumologie Chiril
Draganiuc”, respectiv fiind obtinute trei acte de implementare in procesul stiintifico-practic si 3
certificate de inovator.

Rezultatele tezei au fost reflectare in 51 de publicatii stiintifice inclusiv 1- monografie in
monoautor editatd in tard, 1 - capitol in monografie internationald, 1 - contributie in carte de
specialitate, 21 - de articole in reviste indexate in baza de date Web of Science, 1 - articol in baze
de date acceptate de catre ANACEC, 5 - articole in reviste din registrul national al revistelor de
profil, 14 - teze, 7 - editoriale si comentarii. La fel, rezultatele tezei au fost prezentate la 19 foruri

si evenimente stiintifice.
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1. DIAGNOSTICUL SI TRATAMENTUL TUBERCULOZEI LA
ETAPA ACTUALA (REVISTA A LITERATURII)

1.1. Notiuni si definitii
Tuberculoza este o boald infectioasd, contagioasa cauzata de bacterii specifice din
complexul Mycobacterium tuberculosis cu localizare predominant pulmonara, dar si in alte
organe, cu o evolutie cronica, consumptiva, potential fatala, dar care poate fi vindecata [15].
Definitia tuberculozei, expusa mai sus, enumera reperele nosologice, etiologice si clinice
care caracterizeaza aceastd boald. Diversele aspecte legate de raportarea epidemiologica si
managementul clinic al tuberculozei au determinat introducerea in circulatie unei serii de termeni,

care definesc mai multe "tipuri” de tuberculoza. [16].

Tipuri de tuberculoza dupa criteriile de diagnostic al bolii

Tuberculoza confirmata bacteriologic este cazul de boala in care in cel putin un specimen
biologic obtinut de la bolnav a fost confirmata infectia cu M. tuberculosis prin cel putin una dintre
metodele de diagnostic microbiologic precum: microscopia, cultura sau testele de diagnostic rapid
aprobate de catre OMS.

Tuberculoza diagnosticata clinic reprezinta cazul de boala in care nu sunt indeplinite
criteriile tuberculozei confirmate bacteriologic, dar in care medicul, sau alt lucrator medical
calificat, a diagnosticat tuberculoza activd si a initiat tratamentul antituberculos. In aceastd
categorie se includ cazurile diagnosticate in baza manifestarilor clinico-imagistice sau a semnelor
histologice sugestive.

Tuberculoza prezumptiva, la fel numita si tuberculoza suspectd, descrie bolnavul care

prezintd simptome si semne sugestive pentru tuberculoza.

Tipuri de tuberculoza dupad localizarea anatomica

Tuberculoza pulmonara se refera la oricare caz de tuberculoza confirmata bacteriologic
sau diagnosticati clinic, care implica parenchimul pulmonar sau/si arborele traheo-bronsic. in
acest context de mentionat cd cazurile de limfadenopatie intratoracica sau de pleurezie fara
leziuni imagistice ale parenchimului pulmonar constituie cazuri de tuberculoza extrapulmonara.

Tuberculoza extrapulmonara se refera la cazul de tuberculoza confirmatd bacteriologic
sau diagnosticata clinic, care implicd alte organe decat plamanul.

Tuberculoza diseminata defineste afectarea a doua sau mai multe organe necontigue prin
raspandirea hematogend, eventual si limfogena, a M. tuberculosis [17]. La persoanele

imunocompetente leziunea morfopatologica patognomonica pentru tuberculoza diseminata sunt

29



tuberculii granulomatosi de dimensiuni mici (“miliare”, 1-3 mm). Din acest motiv termenul de
tuberculoza diseminata este frecvent substituit cu cel de tuberculoza miliara. Pe de alta parte, la
unii bolnavi, in special la cei imunocompromisi, leziunile miliare caracteristice tuberculozei
diseminate pot lipsi, acestea fiind substituite de granuloame imature, de focare de necroza
inconjurate de micobacterii si celule dendritice. In asemenea cazuri utilizarea termenului de
tuberculoza miliara este irelevanta, fiind pe deplin argumentatd utilizarea doar a termenului de
tuberculoza diseminata [18].

La declararea Tmbolndvirilor de tuberculoza catre autoritdtile responsabile de evidenta
acestora, bolnavii care au afectari atat pulmonare, cat si extrapulmonare sunt raportate drept cazuri

de tuberculoza pulmonara, inclusiv cele de tuberculoza diseminata (miliard).

Tipuri de tuberculoza dupa istoricul de imbolnavire anterioara

Pacient nou (caz nou) este bolnavul care nu a fost anterior tratat de tuberculoza sau a
primit medicamente antituberculoase nu mai mult de o luna.

Pacient anterior tratat este bolnavul care in trecut a primit cel putin o luna de tratament
antituberculos. In functie de rezultatul tratamentului in cel mai recent episod de boala sunt descrise
mai multe tipuri de pacienti anterior tratati.

- Pacient cu recidiva (recidivd) este cazul pacientului anterior tratat care in ultimul
episod de tuberculozi a fost evaluat ca si vindecat sau ca tratament incheiat. In definirea acestui
tip de caz de tuberculoza nu este luat in consideratie aspectul patogenetic al bolii, daca este un caz
de recidiva (reactivare) a infectiei cu M. tuberculosis sau unul de reinfectare.

- Pacient tratat dupa esec (retratament dupa esec) este cazul pacientului anterior tratat,
tratamentul caruia in ultimul episod de boala s-a incheiat cu esec.

- Pacient tratat dupa pierderea din supraveghere (retratament dupa pierderea din
supraveghere), este cazul pacientului anterior tratat, care n ultimul episod de boala a fost declarat

ca pierdut de supraveghere.

Tipurile de tuberculoza dupa profilul de rezistenta a M. tuberculosis

Tuberculoza monorezistenta este cazul de boald provocat de tulpini de M. tuberculosis
rezistente fatd de un singur medicament antituberculos de linia intdi (izoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutolul).

Tuberculoza polirezistentd este cazul de boald provocat de tulpini de M. tuberculosis
rezistente fata de mai mult de un medicament antituberculos de linia intai, exceptie fiind rezistenta

concomitenta fata de izoniazida si rifampicina.
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Tuberculoza cu rezistentda multipla (multidrog rezistenta, MDR) este cazul de boald
provocat de tulpini de M. tuberculosis rezistente cel putin fata de izoniazida si rifampicina.

Tuberculoza cu rezistentd la rifampicina defineste cazul de tuberculoza cu rezistenta fata
de rifampicind confirmatd prin teste de sensibilitate fenotipice sau genotipice. Cazurile de
rezistenta la rifampicind includ orice fel de rezistenta fatd de rifmapicind: mono-, poli-, MDR sau
XDR.

Tuberculoza cu rezistentd extinsd (XDR) este cazul de boala provocat de tulpini MDR de
M. tuberculosis cu rezistentd suplimentara fatd de fluorochinolone si cel putin unul dintre
medicamentele incluse in grupul A de medicamente anti-MDR (badaquilina si linezolidul) [19].
Cazurile de boala cu tulpini MDR cu rezistenta suplimentara fatd de fluorchinolone, dar sensibile
fata de alte medicamente din grupul A, sunt denumite pre-XDR. De mentionat ca pana in anul
2020 tuberculoza XDR era definita prin rezistenta fatd de fluorochinolone si aminoglicozidele
injectabile de linia a doua (amicacina, kanamicina si capreomicina).

In contextul rezistentei tulpinilor de M. tuberculosis meritd a fi mentionati termenii de
rezistentd primara si rezistenta dobdndita (secundard). Primul termen defineste rezistenta tulpinii
de M. tuberculosis, izolata inaintea initierii tratamentului antituberculos, la un bolnav care nu a
primit tratament antituberculos in trecut. Rezistenta dobandita descrie rezistenta tulpinii de M.
tuberculosis dezvoltatd in urma unui tratament antituberculos incorect. Cu unele precautii se face
prezumptia ca tulpina rezistentd de M. tuberculosis izolata de la un bolnav de tuberculoza care a

primit tratament antituberculos in trecut (nu mai putin de o lund) are rezistentd dobandita [20].

1.2. Evolutia indicatorilor epidemiologici ai tuberculozei

Pe parcursul perioadelor istorice precedente numarul bolnavilor de tuberculoza a fost
deosebit de mare in majoritatea tirilor lumii, inclusiv in cele cu incidentd mica in prezent. insa
incepand cu a doua jumatate a secolului XX, concomitent cu imbunéatatirea a conditiilor sanitare
sinivelului general de trai a unor paturi largi ale populatiei, la nivel global s-a inregistrat o reducere
progresiva a incidentei tuberculozei. Din nefericire aceasta tendintd pozitiva s-a stopat in anii *80
a secolului XX, cand incidenta tuberculozei la nivel global a inceput sa creasca. Aceasta a fost
determinat de mai muti factori printre care aparitia si raspandirea infectiei HIV 1n unele regiuni
geografice sau derapajele social-economice majore in altele. In aceste conditii la finele anilor "90
ai secolului XX si prima decadd a secolului XXI la nivel international, in mare parte sub egida
OMS, au fost intreprinse masuri sistematice orientate spre controlul si reducerea raspandirii acestei
boli. In special este cazul strategiilor DOTS, STOP TB si END TB care sau succedat incepand cu

anul 1994 incoace. In rezultat, dupa anul 2000 a inceput si se observi o reducere lentd dar
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progresiva a incidentei tuberculozei la nivel global. Dinamica descresterii incidentei tuberculozei
era una diferitd, in tarile cu incidentd joasa constituind 7-10% anual in timp ce in cele cu incidenta
inalta sub 2% anual. Astfel, In anul 2020 incidenta estimata a tuberculozei la nivel mondial a
constituit 9,9 milioane cazuri ceia ce corespunde la 127 cazuri la 100 000 populatie. Cu toate
acestea 30% dintre aceste cazuri raiman nediagnosticate. De mentionat, ca doua treimi dintre toate
cazurile de tuberculoza la nivel global provin doar din 8 tari cu incidentd inaltd (India, China,
Indonezia, Filipine, Pakistan, Nigeria, Bangladesh si Africa de Sud) [21].

Un impact, doar partial cuantificat la etapa actuald, 1-a avut asupra incidentei tuberculozei
pandemia COVD-19. Astfel, in anul 2020, primul an pandemic, in marea majoritatea a tarilor lumii
depistarea cazurilor de tuberculoza s-a redus dramatic, media scaderii la nivel global constituind
18% [21]. Aceasta se datoreaza in mare parte realocarii resurselor din sistemele de sanatate,
inclusiv din serviciile de diagnostic si tratament al tuberculozei, pentru lupta cu pandemia. Este de
anticipat faptul ca aceste cazuri nediagnosticate servesc drept surse de transmitere a tuberculozei
in comunitate ceea ce va determina o foarte probabild crestere a incidentei bolii deja 1n viitorul
apropiat.

In perioada predecesoare utilizrii antibioticilor pentru tratamentul tuberculozei rata
medie a deceselor la 5 ani de la debut bolii constituia 45-50%, iar 1n cazurile cu microscopia sputei
pozitiva - 70% [22]. Pe parcursul ultimelor decenii mortalitatea prin tuberculoza a inregistrat o
reducere continua, circa 4% anual. La etapa actuala rata deceselor la bolnavii de tuberculoza in
tarile cu incidentd 1naltd atinge valori de pana 15%, iar in tarile cu incidenta joasd este sub 5%.
Mult mai inalta este rata mortalitétii la bolnavii coinfectati cu tuberculoza si HIV (~ 30%) precum
si in cazurile de tuberculoza multidrogrezistenta (~ 25%) [21].

Rata cazurilor de tuberculoza cu rezistenta la cel putin un medicament antituberculos la
nivel global constituie 11%, incluzand si cazurile de tuberculoza multidrogrezistentd (TB MDR)
carora le revine circa 5% din numarul total de cazuri de tuberculoza. Se pare ca aceasta rata relativ
joasd a multidrog rezistentei este stabild pe parcursul anilor [21]. In acelasi timp, numarul absolut
de cazuri de tuberculoza multidrogrezistents, este in continui crestere [23]. In acest context trebuie
admis faptul cd un numar important de cazuri de tuberculoza rezistentd la nivel global nu sunt
depistate la etapa actuala, subdiagnositcarea fiind determinata inclusiv de accesul limitat la testele
de diagnostic. Astfel, doar 70% dintre toti bolnavii de tuberculoza beneficiaza de testare a
mica [21].

Rata cazurilor de tuberculoza MDR nu este aceeasi in diferite zone ale lumii, variind intre

0,5-35%. Rate cele mai mari ale tulpinilor MDR sunt observate in tarile fostei Uniuni Sovietice,
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inclusiv in Republica Moldova. Un alt factor cu impact asupra variabilitatii ratei
multidrogrezistentei este expunerea la tratamente antituberculoase 1n trecut Astfel, rata
multidrogrezistentei este cu mult mai mica in cazurile noi de tuberculoza decat in cele cu tratament
antituberculos in anamneza, respectiv 3-4% versus 18-21% [23].

Evolutia indicatorilor epidemiologici de bazd in Republica Moldova pe parcursul
ultimelor decenii este in mare parte similard cu cea din majoritatea tarilor membre ale fostei Uniuni
Sovietice [24]. Astfel, pe fondalul deteriorarii situatiei socio-economice din perioada anilor *90 a
secolului XX, s-a inregistrat cresterea progresiva a incidentei si mortalitatii prin tuberculoza.
Valorile maxime ale acestor indicatori au fost observati in anul 2005 - incidenta 133,9/100 000
locuitori si mortalitatea 19,1/100 000, comparativ cu 39/100 000 si 4,6/100 000 in anul 1990.
Inregistrarea cifrelor maxime de incidenta si mortalitate a fost precedata in anul 2001 de initierea
implementarii strategiei DOTS, fapt care a asigurat accesul la metodele de diagnostic
microbiologic si medicamentele antituberculoase, ambele practic inaccesibile in perioada anilor
’90. Dupa anul 2005 si pana la declansarea pandemiei de COVID-19, datoritd implementarii
programelor nationale de combatere a tuberculozei, a avut loc reducerea treptatd a incidentei si
mortalitatii prin tuberculoza, In anul 2019 incidenta si mortalitatea constituind respectiv
72/100.000 si 6,2/100.000. O data cu declangarea pandemiei COVID-19 indicatorii epidemiologici
ai tuberculozei au inregistrat modificéri dramatice, similar cu alte tari din regiune si din lume, dar
care cu inaltd certitudine sunt “artificiale” deoarece iIn mare parte sunt determinate de
adresabilitatea redusa si reorientarea intregului sistem de sandtatea spre contracararea pandemiei.
Astfel, incidenta cazurilor de tuberculoza sa redus la 44/100.000 in 2020 si 51/100.000 in 2021. in
acelasi timp, mortalitatea pentru aceeasi doi ani a constituit respectiv 5,2/100.000 si 4,8/100.000
populatie.

Accesul limitat la medicamente, de rand cu lipsa unor masuri adecvate de control al
infectiei In perioada anilor *90 au contribuit la selectarea in Republica Moldova a tulpinilor MDR
de M. tuberculosis, care au reusit ulterior sa se raspandeascd in comunitate. Drept rezultat la ora
actuala Republica Moldova infrunta o importantd endemie de tuberculoza MDR [25]. Astfel, tara
este inclusa in lista OMS a tarilor cu prioritate inaltd pentru combaterea tuberculozei MDR, avand
printre cele mai Inalte rate ale tuberculozei MDR la nivel mondial - 29% printre cazurile noi si
52% printre cazurile de tratament (statisticile anului 2021). Dupd cum a aratat experienta
deceniilor precedente dar si estimarile curente depasirea provocdrilor date de tuberculoza MDR 1n
Republica Moldova va depinde de accesul la medicamentele antituberculoase si la metodele de

diagnostic rapid al tuberculozei [24].
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1.3. Metode de diagnostic microbiologic al tuberculozei

1.3.1 Diagnosticul infectiei tuberculoase latente

Datorita faptului ca in infectia tuberculoasa latenta (ITBL) in organismul uman se afla un
numar extrem de mic de micobacterii aflate in stare de anabioza, metodele de diagnostic al ITBL
nu urmaresc sa confirme prezenta agentului infectios, dar obiectivizeaza indirect eventuala infectie
prin aprecierea raspunsului imun celular la antigenele micobacteriene. Cel mai frecvent utilizate
teste 1n acest scop sunt: testul cutanat la tuberculind (TCT, intradermoreactia la tuberculina, testul
Mantoux), testele de eliberare a interferonului - y (IGRA - Interferon Gamma Releasing Assay) si
testele cutanate cu antigeni specifici (TCAS) [26]. Rezultatul pozitiv al oricarui test amintit poate
fi obtinut atat in infectia tuberculoasa latentd, cat si tuberculoza activa. Astfel, rezultatul pozitiv
impune efectuarea examenelor imagistice si microbiologice necesare pentru exluderea
tuberculozei active. [27].

Obiectivul de baza al diagnosticarii ITBL ar fi identificarea persoanelor care necesita
tratament de prevenire a tuberculozei active. Cu toate acestea aplicarea testelor diagnostice pentru
ITBL, enumerate mai sus, in scop de screening sistematic la nivel populational este putin eficienta.
Aceasta datoritd variabilitatii semnificative a riscului dezvoltarii tuberculozei in diverse categorii
de persoane cu ITBL. Astfel, screening-ul ITBL este efectuat doar in grupurile cu risc sporit de
progresie a ITBL in tuberculoza activa. Stabilirea acestor grupuri este o sarcind dificild, in mare
parte datoritd complexitatii studiilor epidemiologice necesare in acest scop. Determinantele de risc
major, unanim recunoscute, de progresiec a ITBL in tuberculoza activd sunt statutul imun
compromis si varsta [28]. Impactul altor factori este mai putin cert [29]. Astfel, indicatiile pentru
efectuarea testelor pentru ITBL pot varia in diferite regiuni geografice datorita particularitatilor

epidemiologice locale. [30].

Testul cutanat la tuberculina

Testul cutanat la tuberculind (TCT) este veteranul diagnosticului imunologic al ITBL,
fiind aplicat 1n acest scop deja de peste un secol [26]. Din punct de vedere patogenetic TCT
reprezintd o reactie de hipersensibilitate intarziata (tip IV). Pentru efectuarea TCT este utilizata
tuberculina, un derivat proteic purificat (DPP), precipitat al filtratului culturii de M. tuberculosis
[31]. Altfel spus, tuberculina reprezinta un mix de antigene proteice nespecifice ale M. tuberculosis
care sunt prezente si in structura altor micobacterii, in special a M. bovis. Acest aspect poate
determina TCT fals pozitiv in cazul expunerii persoanei la micobacterii nontuberculoase (NTM)

sau la M. bovis In urma administrarii vaccinului BCG. Cu toate acestea, dupa 10 ani de la vaccinare
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efectul vaccinului BCG asupra TCT este unul minimal, in special, la persoanele vaccinate in
pruncie [32]. Expunerea la NTM are impact asupra rezultatului TST indeosebi in zonele cu o
prevalentd inaltd a micobacteriilor tuberculoase si prevalenta joasd a tuberculozei.

Pentru efectuarea testului TCT, tuberculina este introdusd intradermal pe suprafata
anterioard a antebratului la nivelul treimii medii a acestuia. Rezultatul este citit dupa 48-72 de ore
prin masurarea induratiei la locul injectarii. [33]. TCT este considerat pozitiv in cazul unei induratii
care depaseste 10 mm in diametrul transversal in raport cu axul longitudinal al antebratului. In
acelasi timp, la persoanele imunocompromise TCT este considerat pozitiv in cazul unei induratii
de peste 5 mm. In unele tiri cu incidentd joasi a tuberculozei, la examinarea persoanelor care au
avut contact cu bolnavii de tuberculoza, TCT este interpretat pozitiv la un diametru al induratiei
de cel putin 5 mm, inclusiv la persoanele imunocompetente [34].

La citirea TCT pot fi observate fenomenele de conversie (viraj) si reversie (negativarea
TST anterior pozitiv) [33, 35]. Conversia descrie aparitia papulei de peste 10 mm, dar cu cel putin
6 mm mai mare comparativ cu examinarea precedentd. Patogenetic conversia ar putea exprima fie
o infectare recenti cu M. tuberculosis sau NTM, fie administrarea BCG. Cu toate acestea,
interpretarea conversiei in context clinic este echivoca, inclusiv datoritd unui eventual efect
booster indus de doza de tuberculind administrata la testarea anterioara.

Rezultate fals negative ale TCT pot fi inregistrate la imunocompromisi, la persoanele cu
subnutritie si cele cu tuberculoza activa grava. Rezultate fals pozitive sunt descrise la persoanele
vaccinate BCG sau in caz de efect booster [36]. De mentionat posibilitatea unor reactii hiperergice
asociate TCT precum induratii de peste 20 mm la adulti sau peste 16 mm la copii, leziuni vezicular-
necrotice, limfangita si/sau limfadenita regionala [33].

Printre neajunsurile TCT se mai includ subiectivitatea interpretdrii vizuale, precum si
riscul neprezentdrii persoanei la vizita de citire a rezultatului (~ 10%) [34]. Cu toate acestea,
datorita costurilor reduse si procedurii simple de efectuare, TCT continua a fi pe larg utilizata in

cele mai diverse zone geografice.

Testele de eliberare a interferonului-y IGRA

IGRA sunt un grup de teste elaborate in ultimele decenii pentru aprecierea in vitro a
interferonului-y (INF-y) produs de catre celulele mononucleare din sangele periferic (CMSP) la
stimularea cu antigene micobacteriene [36]. Pentru aceasta CMSP in sangele nativ, sau cele
izolate, sunt incubate in prezenta antigenelor, dupa care are loc cuantificarea INF-y produs de

CMSP. Majoritatea testelor IGRA, utilizate in prezent, aplica pentru stimularea CMSP doua
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antigene specifice ESAT-6 si CFP-10, desi pot fi folosite si antigene mai putin specifice, inclusiv
si DPP [37].

Proteinele ESAT-6 (Early Secretory Antigen Target) si CFP-10 (10 kDa Culture Filtrate
Protein) sunt codificate de regiunea de diferentiere-1 (DR1) din genomul speciilor complexului
M. tuberculosis, care este absentd la bacilul Calmette-Guerin (folosit in vaccinul BCG) si
majoritatea NTM (exceptie M. kansasii, M marinum, M szlugai, M. riyadhense) [38]. Astfel, prin
utilizarea pentru stimularea raspunsului imun celular a antigenelor specifice (ESAT-6, CFP-10),
sunt evitate rezultatele fals pozitive secundare vaccinarii BCG si expunerii la NTM. Astfel, testele
IGRA sunt caracterizate printr-o specificitate mai mare comparativ cu TCT, aspect care reprezinta
avantajul de baza al celor dintai [39]. Cu toate acestea, complexitatea manipularilor de laborator
asociate testelor IGRA determind costuri mai mari si un risc sporit de erori in timpul procesarii in
laborator.

Pentru citirea rezultatului IGRA, altfel spus a cantitatii de INF-y produs de CMSP, exista
mai multe optiuni tehnice, care diferd in diverse versiuni comerciale ale IGRA. Cel mai frecvent
sunt utilizate reactiile de tip ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) si EliSpot (Enzyme-
Linked Immunospot), insa citirea rezultatelor ar putea fi efectuatd si prin chimioluminiscenta,
cromatografie in flux lateral, ELFA (Enzyme-Linked Fluorescence Assay) etc. [40].

Dintre testele IGRA pe baza de ELISA cele mai frecvent utilizate sunt cateva versiuni ale
testului QuantiFERON (QFT) si anume: QuantiFERON Gold (QFT-G), QuantiFERON-TB Gold
in tubes (QFT-GIT) si QuantiFeron-TB Gold Plus (QFT-Plus) [41]. In cazul QFT-G stimularea
CMSP CD4" cu ESAT-6 si CFP-10 are loc direct in singele colectat intr-un singur tub de testare,
concomitent fiind utilizate alte doua tuburi pentru controlul pozitiv si negativ al reactiei. QF T-GIT
utilizeaza suplimentar Incd un antigen micobacterian (TB7.7) si comparat cu QFT-G, ofera o
tehnica mai simpla de efectuare a testului. In versiunea QFT-Plus a testului antigenul TB7.7 a fost
exclus, fiind adaugat un antigen specific pentru stimularea si a limfocitelor CDg" intr-un tub de
grupuri de varstd, inclusiv la persoanele care traiesc cu HIV, dat fiind faptul ¢ raspunsul CDs" nu
este afectat la aceastd categorie de bolnavi [42].

Testul IGRA de referintda pe baza reactiei EliSpot este T-SPOT.TB. Acesta, la fel,
utilizeaza antigenele ESAT-6 si CFP-10 insd cuantificd cantitatea de INF-y prin determinarea
numarului de limfocite T producatoare de INF-y (spot forming cells) [43]. Studiile demonstreaza
o corelare excelentd dintre rezultatele obtinute prin T-SPOT.TB cu cele prin QFT [44]. Cu toate

acestea, utilizarea T-SPOT.TB este mult mai limitatd datorita tehnicii de efectuare mai laborioase.
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Similar cu TCT, rezultatele testelor IGRA pot fi influentate de mai multi factori, cei mai
importanti fiind statutul imun al persoanei testate si deficientele procesdrii in laborator. Rezultatele
fals negative pot fi cauzate de boli inflamatorii cronice (ex.: boala Crohn), medicatia
imunomodulatoare care tinteste limfocitele T (ex.: leflunomid, teriflunomid), precum si

tratamentele cu doze mari de glucocorticosteroizi [45—47].

Testele cutanate cu antigeni specifici

Tehnica testelor cutanate cu antigeni specifici (TCAS) este similara cu TCT, diferenta
fiind data de utilizarea in locul tuberculinei (DPP) a antigenilor specifici ESAT-6 si CFP-10.
Astfel, TCAS combind avantajele TCT (simplitatea efectuarii si costurile reduse) si IGRA
(specificitatea mai 1naltd) [48]. Studiile publicate confirmd pentru TACS o specificitate
comparabild cu cea a testelor IGRA. Datele existente privitor la TACS sunt in special derivate in
baza a trei variante comerciale, cel mai frecvent utilizate: C-Tb (Serum Institute of India, India);

C-TST (Anhui Zhifei Longcom, China) si Diaskintest (Generium, Rusia) [37].

Biomarkeri de diferentiere a ITBL de tuberculoza activa

Din pacate, nici unul dintre testele pentru ITBL descrise mai sus nu poseda acuratetea
diagnostica doritd pentru a diferentia ITBL de tuberculoza activd, precum si pentru a identifica
persoanele cu risc sporit de progresie a ITBL in tuberculoza activa. In aceste conditii chiar si in
grupurile cu risc sporit de progresie a ITBL 1n tuberculoza activa, numarul de persoane necesar de
tratat pentru a preveni un caz de boala este mult prea mare decat cel dorit [49]. Acest fapt impune
identificarea de noi biomarkeri care ar permite solutionarea acestor probleme.

Printre biomarkerii testati in scopul diferentierii diverselor statusuri clinice ale infectiei
tuberculoase Intai de toate sunt variate citokine sau combinatii ale acestora. Cele mai frecvent
evaluate sunt TNF-o, IP-10, IL-2, IL-10, VEGF [8]. Performanta diverselor citokine este variabila
si greu de generalizat, considerand diferentele metodologice din diferite studii [50].

Un alt grup de potentiali biomarkeri include anticorpii anti-micobacterieni, aceasta chiar
daca traditional raspunsul imun antimicobacterian este vazut ca unul prioritar celular. Mai multi
anticorpi, luati aparte sau in combinatii, impotriva la diversi antigeni micobacterieni (LAM,
38kDa, 16kDa MPT32, EspC, MPT64, Mtb81, Mt10.3, MTBS) au fost propusi pentru a diferentia
ITBL de tuberculoza activd [51]. Rezultatele obtinute pana la moment in aceasta directie sunt
incerte, astfel ca nici unul dintre testele comerciale de acest tip nu sunt recomandate pentru aplicare
clinicd [52]. Cu toate acestea, cercetarile in derulare ar putea modifica in viitor rolul acestor

biomarkeri.
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Diferentierea dintre statusurile clinice ale infectiei tuberculoase ar putea fi facuta in baza
markerilor (receptorilor) de suprafata ai celulelor implicate in raspunsul imun. Mai multe studii au
sugerat utilitatea receptorilor CD,7, CD3s, CCR4 de pe suprafata limfocitelor T CD4". Astfel,
reducerea nivelului liniilor celulare CD»7", de rdnd cu cresterea celor CD3s" si CCR4", se asociaza
cu pierderea controlului imun asupra infectiei tuberculoase [53—55]. La fel, a fost descris nivelul
semnificativ mai inalt al celulelor MAIT (mucosal associated invariant T cells) i INKT (invariant
natural killer T cells) la pacientii cu tuberculoza activa si la persoanele sdnatoase comparativ cu
persoanele cu ITBL [56]. In acelasi context a fost raportati o expresie redusa la persoanele cu
ITBL a receptorilor PD-1 de catre iNKT si celulele CD8" din sangele periferic [57, 58].

Deosebit de promitatoare pentru diferentierea statusurilor clinice ale infectiei
tuberculoase se prezintd analiza transcriptomului uman din sangele periferic. Astfel, in ultimii 15
ani au fost descrise mai multe seturi de gene (semndturi genice), care isi modificd expresia la
trecerea din ITBL in faza de boald activa [59]. Pioneri in acest sens sunt trei semnaturi genice,
raportate aproximativ n aceeasi perioada, cea dintai include 3 gene (Ras-associated GTPase 33 A,
lactoferrin, CD64), a doua - 9 gene (ATP5G1, ASNAL1, Cl4orf2, KIAA2013, LY6G6D, NOLA3,
RIN3, SOCS3, TEX264) si cea de a treia - 5 gene (TTLL10, RP11-358N4.3, RMRP, PPPHI,
RN7SK) [60-62]. De curand au fost raportate si alte semnaturi cu performante similare [63—65].
De asemenea, au fost raportate semndturi transcriptomice, care se asociaza cu un risc sporit de
progresare a ITBL spre tuberculoza activa [66—68]. Pe langa genele identificate, diferentele dintre
semnaturile transcriptomice amintite sunt date si de tehnicile biomoleculare de analizd a datelor
genomice. Validarea pe cohorte mari de pacienti si incorporarea intr-un dispozitiv diagnostic usor
de utilizat sunt pasii de parcurs pana la implementarea acestui tip de biomarkeri in practica clinica.

Biomarkerii proteomici sunt Intr-un fel derivati din studiile transcriptomice, confirmand
la nivelul proteinelor markerii genici de diferentiere a ITBL de tuberculoza activa. Odata cu
dezvoltarea metodelor cu 1naltd rezolutie de analizd a proteinelor (high-resolution quantitative
proteomics si label-free quantitative proteomics) un numar in continud crestere de semnaturi
proteice au fost propuse pentru diferentierea statusurilor clinice ale infectiei tuberculoase [69, 70].
Acestea au fost descrise in diverse specimene biologice precum sputa, plasma sau saliva
pacientilor. Similar cu semnaturile transcriptomice markerii proteomici necesita validare clinica si
incorporare intr-un instrument diagnostic aplicabil in practica de zi cu zi.

Markerii metabolomici pot fi examinati intr-o varietate largd de specimene biologice:
urin, aer expirat, singe, sputi etc. [37]. In putinele studii care au comparat profilul metabolomic
la persoanele cu ITBL si boala activa, la cei din urma a fost descris: activitatea sporita a indolamin

2,3 deoxigenazei 1 sia fosfolipazei, nivelul crescut al metabolitilor adenozinei precum sia acizilor
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N-acetilneuraminic, chinolinic si piridoxinic [71]. Pentru dezvoltarea ulterioara a acestui grup de
biomarkeri este necesara corelarea metabolitilor cu eventuali markeri proteici si genomici [72].
Pentru solutionarea problemei diferentierii eficiente a ITBL de tuberculoza activa sunt
evaluati nu doar biomarkeri alternativi ai raspunsului imuno-inflamator uman, dar si potentiali noi
markeri micobacterieni. Una dintre astfel de abordari este detectarea prin PCR digital, sau prin
tehnici pe baza de bacteriofagi, a ADN-ului micobacterian in sangele pacientului [73, 74]. La fel,
pentru aprecierea raspunsului imun specific este exploratd aplicarea nu doar a antigenelor
codificate de regiunea DR-1 a genomului micobacterian (ESAT-6 si CFP-10) dar si a altor
antigene. Un astfel de antigen cu potential diagnostic este HBHA (heparin-binding hemagglutinin
antigen) care a fost testat Tn mai multe studii la copii si adulti [75]. Un interes deosebit il reprezinta
antigenele codificate de regiuni genomice cu expresie diferita in starile de latentd si de activate
biologica a micobacteriei, cum ar fi antigenele: Dormancy of survival Regulon (DosR, inclusiv
Rv0081, Rv1733, Rv1737, Rv2029c, Rv2031), Region of Difference (Rv2659c, Rv2660c),
Resuscitation promoting factors (Rpfs, Rv0867c, Rv2389c), Reactivation associated antigens
(Rv1131 and Rv3862c) si complexul 4g85 (Ag85A, Ag85B, Ag85C) [76, 77]. Aceste antigene ar
putea fi utilizate atat pentru o stimulare mai efectiva a celulelor sistemului imun ca parte a testelor
ce cuantificd raspunsului imun antimicobacterian specific, cat si ar putea fi apreciate direct in

specimenele biologice ale pacientului ca si markeri ai activitatii microorganismului [78, 79].

1.3.2 Diagnosticul microbiologic al tuberculozei active

Diagnosticul tuberculozei active urmareste identificarea in specimenele biologice
colectate de la persoana suspectd de tuberculozd a micobacteriilor ce apartin complexului
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) [80]. In tuberculoza pulmonari la adult specimenul standard
este sputa precum si specimenele endobronsice (spalaturile bronsice, lavajul bronhoalveolar,
aspiratul bronsic). In cazurile de tuberculoza extrapulmonari in dependenti de organul afectat este
necesard selectarea specimenelor care ar oferi sansele maxime de identificare a micobacteriilor.
Specimenele colectate pot fi examinate atat prin testele clasice precum microscopia sau cultura,
cat si prin metode biomoleculare rapide, fiecare dintre acestea cu performante si limitari care

trebuie luate n consideratie la selectarea unui sau altui test pentru diagnosticul tuberculozei.

Microscopia
Microscopia ramane a fi utilizatd deosebit de frecvent In diagnosticul tuberculozei si in
monitorizarea eficacitatii tratamentului [81]. Microscopia permite cuantificarea incarcaturii

bacteriene, care coreleaza cu gradul de contagiozitate a bolnavului, aspect important in deciziile
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privitor la izolarea pacientului. Rapiditatea si costurile reduse ale metodei fac ca si in prezent
aceasta sa fie nelipsita atat in laboratoarele de nivel tertiar, cat si la nivelul celor mai periferice
unitdti medicale.

Particularitatile moleculare ale peretelui celular al micobacteriilor fac posibila
vizualizarea acestor microorganisme la microscopia opticd doar dupd colorarea prin tehnici
speciale, Zhiel-Neelsen sau Kinyoun [82]. Aceste tehnici utilizeaza in calitate de agent colorant
fucsina, astfel ca in frotiul din specimenele native micobacteriile au aspectul de cocobacili de
culoare rosie, care nu se decoloreaza la actiunea solventilor acizi sau alcoolului (bacili acido-
alcoolo rezistenti - BAAR). In cazul examinirii frotiurilor din cultura pura, micobacteriile capati
un aspect specific de cordoane serpentine.

Dezavantajul major al microscopiei optice este sensibilitatea redusa 25-82%, desi poseda
o specificitate Tnalta 85-99% [81, 83]. Acuratetea diagnostica a microscopiei este deosebit de
redusa la persoanele care traiesc cu HIV, la copii si in cazul specimenelor extrapulmonare (inclusiv
in exsudatul pleural). La fel, frotiul microscopic nu oferd posibilitatea de a distinge dintre
micobacteriile vii si cele moarte, aspect important la utilizarea microscopiei in monitorizarea
eficacitatii tratamentului antituberculos.

O alternativa pentru coloratiile pe baza de fucsind o reprezintd coloratia fluorescente cu
auramini. In acest caz cocobacilii micobacterieni sunt vizualizati in culoare galben-oranj.
Utilizarea coloratiei fluorescente asigurd o sensibilitate diagnosticd mai mare comparativ cu
coloratia Zhiel-Neelsen [84]. Datorita faptului ca in cazul frotiurilor fluorescente este suficienta
examinarea doar la ocularul cu putere optici mici, se reduce timpul de examinare. In acelasi timp,
dezavantajul nondiscrimindrii dintre micobacteriile vii si cele moarte se pastreazd. Timp
indelungat costul inalt al microscoapelor fluorescente cu iluminare pe baza de vapori de mercur a
limitat semnificativ utilizarea acestui tip de microscopie. Odatd cu introducerea in practica a
microscoapelor cu iluminare pe bazd de LED (light-emitting-diode) examenul frotiurilor
fluorescente a devenit mai accesibil din punct de vedere al costurilor si a fost implementat la scara
largd in diverse regiuni geografice [85].

Utilizarea pentru coloratia fluorescenta a fluoresceinei diacetat permite evidentierea in
frotiul fluorescent doar a micobacteriilor vii, care prin hidroliza induc fluorescenta fotocromului,
bacteriile moarte ne fiind vizualizate [86]. De mentionat cd, metoda nu a primit o implementare
largd in practica curenta.

Cresterea sensibilitatii examenelor microscopice poate fi obtinutd prin examinarea
frotiurilor din sputa concentrata (decontaminatd cu NaOH si centrifugatd) [87]. Totusi, datoritd

riscurilor sporite de biosecuritate asociate centrifugarii, precum si potentiala crestere a costurilor
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testarii, concentrarea sputei nu este recomandatd pentru utilizare 1n practica curentd, in special in
cazul cabinetelor de microscopie de la nivelul primar de asistenta medicala [82].
Examinarea frotiurilor fluorescente poate fi optimizatd prin implementarea citirii

automatizate a imaginilor de catre dispozitive pe baza de machine-learning-algorithm [88].

Cultura

Cultura rdmane a fi considerata standardul de referinta in diagnosticul microbiologic al
tuberculozei, intdi de toate datoritd sensibilitatii Tnalte a metodei. Astfel, rezultatul pozitiv al
culturii este obtinut la o concentratie de 10-100 de micobacterii viabile intr-un ml de sputa, in cazul
microscopiei aceasta cifrd constituie 2000-10000 BAAR/ml [82]. Insa, examenul prin culturd
necesitd semnificativ mai mult timp decit microscopia. In cazul specimenelor nesterile (sputa,
urina), anterior procesdrii ulterioare, se impune decontaminarea. De obicei, In acest scop este
utilizat amestecul N-acetilcisteindi-NaOH. In acelasi timp, decontaminarea excesivd poate
compromite cresterea M. tuberculosis. In special ar putea cauza rezultate fals negative in
specimenele paucibacilare, cum sunt cele colectate de la copii [89]. In calitate de criteriu a unei
aplicari rationale a procedurii de decontaminare este considerata o ratd de contaminare de 3-5%
din totalul culturilor procesate [82].

Cultivarea M. tuberculosis poate fi efectuata atat pe medii de crestere solide (Lowenstein-
Jensen, Middlebrook 7H11), cat si lichide (Middlebrook 7H9). Dintre mediile solide pe bazad de
ou sau agar cel mai frecvent utilizat este mediul Lowenstein-Jensen (pe baza de ou). Pentru
cultivarea pe medii lichide cel mai frecvent sunt utilizate tuburile MGIT - Mycobacteria Growth
Indicator Tube (BD Franklin Lakes, NJ, USA) care contin mediu pe baza de bulion Middlebrook
7HO [90]. Pe langa mediul de crestere tuburile mai contin un amestec de antibiotice (PANTA)
pentru a inhiba crestere altor bacterii, atat gram pozitive, cat si negative, precum si a fungilor. La
fel, la baza tubului se afld un indicator impregnat intr-o membrand de silicon, care devine
fluorescent cand concentratia oxigenului din tub scade, secundar cresterii micobacteriilor. Tuburile
MGIT sunt incubate in mod automatizat in dispozitive de tipul celor BACTEC MGIT 960. Cultura
in tuburile MGIT are o sensibilitate mai mare comparativ cu cultura pe medii solide. De asemenea,
rezultatul este obtinut semnificativ mai repede (in mediel?2 zile) comparativ cu culturile pe mediu
solid (in mediu 25 zile) [91]. Cu toate acestea, pentru a spori acuratetea diagnostica este
recomandata cultivarea in paralel atat pe medii lichide, cat si solide. Identificarea micobacteriilor
in culturile pozitive poate fi facuta prin metode moleculare (in acest caz pot fi identificate inclusiv
micobacteriile nontuberculoase) sau prin teste imunocromatografice rapide bazate pe detectarea

antigenilor micobacterieni.
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Teste biomoleculare de diagnostic rapid al tuberculozei

Considerand limitarile asociate confirmarii infectiei cu M. tuberculosis prin microscopie
si cultura, domeniul tehnologiilor microbiologice de diagnosticare a tuberculozei in ultimele doua
decenii a urmarit elaborarea unor instrumente diagnostice care sa ofere concomitent rapiditatea
microscopiei si acuratetea diagnosticd a culturii. In acelasi timp, un deziderat important inaintat
fata de noile tehnologii se refera la oferirea unui instrument diagnostic suficient de simplu si sigur
in utilizare pentru a putea fi aplicat nemijlocit la patul bolnavului (point of care test). Intrunirea
maximala a acestor deziderate, desi nu absolutd, la ziua de astdzi este materializatd in cateva
dispozitive diagnostice bazate pe reactia de amplificare a acizilor nucleici, precum testele Xpert,
sau mai nou testele Truenat. La ora actualda OMS recomanda utilizarea acestor doua tipuri de teste
in calitate de teste diagnostice de prima intentie la majoritatea persoanele cu simptome sugestive
pentru tuberculoza [81]. Pe langd tehnologiile amintite nu ar trebui desconsiderate nici alte teste
atat de biologie moleculara cat si imunologice introduse in practica clinica in ultima perioada, care
pot oferi un diagnostic rapid si calitativ al infectiei tuberculoase. Eficienta utilizarii acestor teste
poate varia in dependentd de particularitatile clinice sau caracteristicile epidemiologice ale

infectiei tuberculoase in grupul populational in care sunt aplicate.

Xpert MTB/Rif
Xpert MTB/RIif (Cepheild, Sunnyvale, CA, USA) este un test diagnostic rapid pe baza

reactiei de polimerizare in lant in timp real (real-time PCR) pe baza de cartus. Testul este complet
automatizat si oferd posibilitatea identificarii M. tuberculosis direct in specimenele biologice.
Concomitent Xpert MTB/Rif apreciaza rezistenta tulpinii M. tuberculosis la rifampicind prin
identificarea mutatiilor asociate cu rezistenta in gena rpoB a micobacteriei [92][92]. Rezultatul
oferit privitor la detectia secventelor ADN micobacteriene este unul calitativ si poate fi: pozitiv
(detectat), negativ (nedetectat) si, eventual, invalid. Acesta din urma impune repetarea testului.
Similar, rezultatul despre rezistenta la rifampicind poate fi: “rezistenta detectatd”, “rezistentad
nedetectata” (sensibil) sau “indeterminat”. Rezultatul ”indeterminat” trebuie interpretat in sensul
se impune evaluarea obligatorie a rezistentei prin teste fenotipice (culturd). Testul Xpert MTB/Rif
poate fi utilizat in probe de sputa si specimene extrapulmonare atat la adulti, cét si copii. Timpul
de obtinere a rezultatelor de la initierea procesarii probei este de circa doud ore. Sensibilitatea
cumulativa a testului in cazurile de tuberculoza pulmonara constituie 88% iar specificitatea 99%
[93][93]. Totusi, sensibilitatea metodei este mult mai mica la bolnavii de tuberculoza pulmonara

cu microscopie BAAR negativd, precum si la bolnavii HIV pozitivi sau la copii [94]. In
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specimenele extrapulmonare sensibilitatea Xpert MTB/Rif este variabild, fiind mai mare in
aspiratele sau probele bioptice din ganglionii limfatici, in lichidul cefalorahidian si aspiratul gastric
[95]. In acelasi timp, sensibilitatea in lichidul pleural este una modesta.

De la aprobarea sa de catre OMS in 2010, Xpert MTB/Rif a fost pe larg implementat in
marea majoritate a regiunilor lumii, inclusiv, la nivelul unitatilor de asistentd medicala primara
[96]. Datorita necesitatii conectarii la o sursa de energie electrica, anumite dificultati sunt intalnite
in utilizarea tehnologiei in unitatile medicale periferice in tarile cu infrastructura subdezvoltata. O
solutie 1n acest sens o prezintd Xpert Omni, un dispozitiv analog, care functioneaza pe baterii
reincarcabile [97]. Implementarea Xpert MTB/Rif a permis cresterea detectarii tuberculozei si
reducerea intarzierii diagnostice si terapeutice in regiunile cu incidenta 1nalta a bolii [98]. La fel,
a fost demonstratd reducerea, odata cu implementarea la scara larga a Xpert MTB/RIif, a timpului
de initiere a tratamentului pentru tuberculoza MDR in zonele cu incidentd inaltd a multidrog
rezistentei [99].

Xpert MTB/Rif Ultra (Xpert Ultra) este o generatie noua a testului Xpert MTB/RIf,
lansata in anul 2017. Comparativ cu Xpert MTB/Rif, Xpert Ultra are o sensibilitate mai mare de
detectare a M. tuberculosis, in mare parte datorita amplificérii a doua tinte aditionale in genomul
micobacterian, IS6110 si ISI081 [100]. Astfel, sensibilitatea cumulativa o depéseste pe cea din
Xpert MTB/Rif cu 5%, iar in probele BAAR negative si cele de la bolnavii HIV pozitivi cu
respectiv 17% si 13% [101]. La fel, o sensibilitate crescutd a fost demonstrata la aplicarea Xpert
Ultra in probele de lichid cefalo-rahidian si in specimenele respiratorii la copii [94].

Din punct de vedere tehnic Xpert Ultra este rulat pe aceeasi platforma ca si Xpert
MTB/RIf, dar utilizeaza un cartus cu o camerd mai mare pentru analiza ADN-ului, un regim mai
rapid de amplificare si reagenti “mai buni”. Pentru citirea rezultatelor sunt aplicate aceleasi
categorii ca si pentru Xpert MTB/Rif, precum si o categorie suplimentara “urma” (trace), care
poate fi obtinutd in cazul specimenelor paucibacilare, in care a fost inregistratd amplificarea
fragmentelor IS6110 si IS1081, dar fara de amplificarea rpoB [102].

Sensibilitatea crescuta a testului Xpert Ultra plateste tributul unei specificitati mai mici
comparativ cu Xpert MTB/Rif. Aceasta duce la potentiale rezultate fals pozitive la bolnavii cu
istoric recent de tratament antituberculos. Astfel, rezultatul “urma” este suficient pentru
confirmarea diagnosticului si initierea tratamentului In cazul bolnavilor HIV pozitivi, al copiilor
si in formele extrapulmonare de tuberculoza [81]. In acelasi timp, la persoanele HIV negative dupa
primul rezultat “urma” ar putea fi rezonabila repetarea testului pe un specimen colectat de novo,

desi nu sunt date certe pentru a recomanda o astfel de abordare [103].
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Truenat MTB

Testele Truenat MTB, Truenat MTB Plus si Truenat MTB-Rif Dx (Molbio Diagnostics,
Goa, India) reprezinta o alternativa financiar mai avantajoasa a testelor Xpert, produse de industria
indiand [104]. Manipularile de laborator aferente efectuarii testelor Truenat sunt ceva mai
laborioase decat in cazul testelor Xpert, desi nu impun implicarea personalului de laborator Tnalt
calificat, astfel fiind posibild inclusiv aplicarea la nivelul unitatilor medicale periferice. Din punct
de vedere tehnic Truenat sunt teste de diagnostic rapid prin micro real-time PCR, pe baza de cip.
Ele sunt montate pe platforma Truelab, care ofera citirea rezultatelor peste o ora de la inceputul
procesarii specimenelor. Cipurile Truenat MTB si Truenat MTB plus ofera identificarea M.
tuberculosis dupd extragerea automatizatd prealabild a ADN-ului micobacterian din specimenele
native cu utilizarea setului Trueprep (dispozitiv si kit de reactive). Truenat MTB-Rif Dx este un
cip aditional pentru identificarea consecutiva a rezistentei la rifampicind (dupa identificarea M.
tuberculosis prin cipurile Truenat MTB sau Truenat MTB plus). Numarul limitat de studii
disponibile la ora actuald privitor la acuratetea diagnostica a testelor Truenat aratd valori ale
[105]. Acest fapt a permis recomandarea testelor Truenat (similar celor Xpert) in calitate de teste
de prima intentie pentru diagnosticul microbiologic al tuberculozei pulmonare la persoanele cu
simptome sugestive [81]. Performanta testelor Truenat in specimenele extrapulmonare la ora

actuald este incerta dar pare a fi promitatoare [106].

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification)

Testul TB-LAMP (Loopamp™ Eiken Chemical, Tokyo, Japan) este un test pe baza de
amplificare rapidd a ADN-ului in conditii izotermice (~ 65C°). Rezultatele sunt citite in mai putin
de ora de la initierea procesarii specimenului. Testul poate fi efectuat la nivelul asistentei medicale
primare, necesitand dotari de laborator minime [81]. TB-LAMP poate fi aplicat pentru inlocuirea
microscopiei sau in calitate de test suplimentar in specimenele cu microscopie BAAR negativa,
avand o performantd diagnostica superioard microscopiei la persoanele suspecte de tuberculoza

pulmonara [107]. Acuratetea diagnostica la persoanele HIV pozitive inca nu a fost studiata.

Sisteme de diagnostic molecular genetic de 1naltd capacitate

In ultima perioada mai multe sisteme diagnostice pe bazi de variate tehnici ale reactiei
de amplificare a acizilor nucleici care permit testarea concomitentd a unui numar mare de
specimene biologice au fost propuse pentru implementare in practica clinicd. Printre acestea:
RealTime MTB (Abbott Molecular, Abbott Park, USA), RealTime RIF/INH (Abbott Molecular),
FluoroType MTB (Hain Lifescience, Nehren, Germany), FluoroType MTBDR (Hain Lifescience),
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Cobas MTB (Roche, Rotkreuz, Switzerland), Max MDR-TB (BD, Franklin Lakes, USA) [108].
Aceste teste sunt destinate pentru utilizare in laboratoarele de nivel tertiar, iar unele dintre ele pot
fi utilizate si pentru diagnosticul altor infectii cum ar fi infectia HIV sau virusul hapatitei C.
Performanta testelor de inaltd capacitate in identificarea M. tuberculosis este similard cu cea a
Xpert MTB/RIf, o parte dintre ele oferind si posibilitatea de testare a rezistentei la izoniazida si
rifampicina. Acuratetea detectarii rezistentei a acestor teste este comparabila cu cea a testelor de
tip PCR-hibridizare pe membrand de nitroceluloza (/ine probe assay - LPA). Pana in prezent
majoritatea metodelor molecular genetice de inaltd capacitate au fost utilizate cu precadere in
cadrul studiilor operationale, in acelasi timp, in ultimele sale recomandari OMS admite utilizarea
acestor instrumente pentru diagnosticul tuberculozei pulmonare la persoancle cu simptome

sugestive [109].

Testele de detectare a liparabinomananului - LF-LAM

LF-LAM (Lateral Flow - Liparabinomanan) este un test imuno-cromatografic, care
permite detectarea rapida a lipopolizaharidelor din peretele celular al micobacteriei in urind. In
special, este vorba despre lipoarabinomananul (LAM) rezultat din metabolismul micobacteriilor
vii sau prin distrugerea celor moarte si care este filtrat la nivel renal in urind. De regula, pentru
montarea reactie imuno-cromatografice este utilizat un sistem de flux lateral. LF-LAM are o
acuratete diagnostica redusd comparativ cu teste genetice de identificare a M. tuberculosis, dar
comparabild la persoanele HIV pozitive [110]. Este demonstrata cresterea sensibilitatii testului o
datd cu reducerea nivelului de CD4". Astfel, testele LAM sunt recomandate pentru diagnosticul
tuberculozei la persoanele HIV pozitive atat la adulti cat si copii care prezinta semne clinice ale
bolii sau la cele asimptomatice, dar cu nivel al CD4" < 100 celule/mm?. La ora actuald existi doud
variante comerciale ale testului LAM: AlereLAM (AlereLAM; Abbott, Chicago, IL, USA) si
FujiLAM (Fujifilm Silvamp, Japan), de catre OMS fiind aprobata doar prima [111].

1.3.3 Aprecierea sensibilitatii la medicamente a M. tuberculosis

Metodele fenotipice de testare a sensibilitatii
micobacteriilor izolate prin culturd intr-un mediu de crestere, care contine medicamentul testat
intr-o concentratie cunoscutd, cu observarea ulterioara a cresterii bacteriene. Lipsa cresterii
corespunde sensibilitatii bacteriene fatd de medicamentul testat. Din punct de vedere tehnic
metodele fenotipice sunt laborioase, dureaza in timp si impun mentinerea unei infrastructuri si

personal de laborator nalt specializate.
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utilizatd concentratia criticd a medicamentului (CCM). Concentratia critica se defineste ca acea
concentratic minimd a medicamentului care in vitro inhibd cresterea a 99% dintre tulpinile
salbatice de M. tuberculosis. Pentru fiecare dintre medicamentele antituberculoase sunt definite
CCM standard, care sunt periodic revizuite. Ultima revizuire de acest tip a fost realizatd in 2018
[112]. Obiectivizarea cresterii micobacteriilor poate fi directd (inspectie vizuald) precum si
indirecta (ex: prin monitorizarea consumului oxigenului in mediul de crestere lichid). Identificarea
corectda a complexului M. tuberculosis, prealabila testarii sensibilitatii, este cruciald pentru a evita
rezistente fals pozitive. Testarea fenotipica a sensibilitatii/rezistentei M. tuberculosis fatda de
medicamentele antituberculoase poate fi efectuata atat pe medii solide (pe baza de ou sau agar),
cat si pe cele lichide [82].

In cazul mediilor solide de reguli este utilizati una dintre metodele indirecte de testare a
absolute. Aceste metode sunt standardizate in mare parte doar pentru medicamentele
antituberculoase de linia intai (rifampicina, izoniazida, etambutolul si pirazinamida), iar rezultatele
sunt obtinute dupa o perioada de pana la 8 saptamani [113].

Metoda de referintd pentru testarea fenotipica a rezistentei la medicamente este
consideratd cultura lichida in tuburi MGIT. Aceasta tehnica este validatd pentru majoritatea
medicamentelor antituberculoase si ofera rezultatele privitor la sensibilitate peste doua sdptamani
de la inoculare. De regula, pentru incubarea tuburilor MGIT sunt utilizate sistemele BACTEC
MGIT 960 [114].
tehnologia ce aplicda mediul de crestere lichid in godeurile placii de microtitrare (Sensititre
MYCOTB, Thermofisher, Waltham, MA, USA) [115]. Aceasta permite de a testa mai usor
sensibilitatea concomitent fata de o varietate mai mare de concentratii ale aceluiasi medicament,
oferind posibilitatea unei precizii crescute si astfel individualizarea rezultatelor testarii fenotipice.

Complementar metodelor fenotipice descrise mai sus mai exista o serie de solutii tehnice
pentru o testare mai rapida a sensibilitatii M. tuberculosis pe medii lichide cum ar fi: testul nitrat
reductazei (NRA - nitrat reductase assay), observarea microscopica a rezistentei la medicamente
(MODS - microscopic observation sussceptibility) si indicatorul redox colorimetric (CRI —

colorimetric redox indicator) [116)].
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Metodele genotipice de apreciere a sensibilitatii au fost introduse pe larg in practica
clinica relativ recent. Esenta aprecierii genotipice a rezistentei consta 1n identificarea prin tehnici
biomoleculare a mutatiilor specifice din genomul micobacterian asociate cu rezistenta la
medicamentele antituberculoase. Avantajul principal al metodelor genotipice in comparatie cu cele
fenotipice este rapiditatea testarii cu mentinerea acuratetei diagnostice inalte. Totusi, substituirea
completd a testarii fenotipice prin metode biomoleculare in prezent nu este posibilda din
considerente precum: aprecierea de catre majoritatea testelor biomoleculare a rezistentei doar fata
de un numdr limitat de medicamente, costurile relativ mari, existenta unor discrepante
feno/genotipice nesolutionate. Actualmente existd o varietate largd de teste ce permit identificarea
substratului genetic al rezistentei tulpinilor de M. tuberculosis. De cele mai multe ori, platformele
tehnologice utilizate pentru diagnosticarea genotipica a infectiei M. tuberculosis sunt utilizate si

in scopul testarii sensibilitatii.

Xpert MTB/RIf si Xpert Ultra

Ambele versiuni ale testului Xpert (MTB/Rif si Ultra) permit aprecierea rezistentei doar
la rifampicini. In acest scop este aplicati tehnica moleculard beacon, desi cu unele diferente
tehnologice intre cele doua versiuni ale Xpert-ului. Tehnologia permite de a verifica prezenta
mutatiilor asociate cu rezistenta in regiuneca RRDR (regiunea determinantd a rezistentei la
rifampicind) din gena rpoB a micobacteriei. Datele studiilor de laborator vorbesc in favoarea unei
acuratete diagnostice comparabile dintre Xpert MTB/Rif si Xpert Ultra. Astfel, sensibilitatea
cumulativa de identificare a rezistentei la rifampicind in specimenele pulmonare atinge 95%, iar
specificitatea 98% [117]. In acelasi timp, in cazul Xpert MTB/Rif au fost raportate unele
neajunsuri precum sensibilitatea mai redusa in detectarea unor mutatii specifice, sau in cazurile de
heterorezistentd [118]. La fel, pot avea loc rezultate fals pozitive in cazul mutatiilor sinonime,
specimenelor pulmonare paucibacilare precum si in cele extrapulmonare [119]. O parte dintre
aceste neajunsuri au fost solutionate in versiunea Ultra [120].

De curand in randul testelor pe baza platformei Xpert a fost dezvoltata versiunea Xpert
XDR care permite testarea concomitentd a mutatiilor asociate cu rezistenta la izoniazida,
fluorochinolone, (moxifloxacind, ofloxacind), etambutol si aminoglicozide (amicacina,
kanamicind). Xpert XDR poate examina probe de sputd nativa, rezultatul fiind disponibil peste 90
de minute de la initierea procesarii. Testul examineazd un set de 16 mutatii cu relevanta clinica in
8 gene si regiuni promotor. In rezultat, pentru izoniazida si fluorochinolone pot fi diferentiate

mutatiile ce confera rezistenta joasa de cele asociate cu rezistenta 1nalta. La fel, poate fi diferentiata
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rezistenta incrucisata de cea izolata In cazul aminoglicozidelor. Testul are o limitd de detectare a
micobacteriilor comparabild cu cea a Xpert MTB/Rif. Pentru toate medicamentele testate, cu
exceptia etambutolului, sensibilitatea atinge valori care variaza intre 94-100%, iar specificitatea
100% [121]. Dupa cum sugereaza si denumirea testului, acesta a fost conceput pentru diagnosticul
rapid al tuberculozei cu rezistenta extinsd (XDR), insd o datd cu revizuirea semnificatiei
terapeutice a mai multor medicamente antituberculoase aprecierea rezistentei la aminoglicozide
si-a pierdut relevanta, iar neexaminarea prin Xpert XDR a rezistentei la bedaquilina si linezolid
descalifica testul in sensul capacitatii detectarii tulpinilor XDR.

Dupa cum a fost mentionat mai sus, testele Truenat oferd posibilitatea aprecierii
rezistentei la rifampicind prin aplicarea cipului MTB-Rif Dx, cu o acuratete diagnostica
comparabild cu cea a Xpert-ului. In proces de elaborare se afld o noui versiune a Truenat care va

putea determina sensibilitatea si fata de unele medicamentele antituberculoase de linia a doua.

Testele PCR cu hibridizare liniard (LPA)

Pentru efectuarea testului este necesard in prealabil izolarea ADN-ului si amplificarea
secventelor de interes. Secventele ADN amplificate sunt hibridizate cu sonde oligonucleotidice
specifice complementare. Reactia de hibridizare este realizatd pe bandelete de nitroceluloza, pe
care produsul de hibridizare poate fi citit vizual sub forma de benzi monocrome fiecare dintre care
corespunde unei secvente de amplificare [122]. Astfel LPA permite detectarea simultand a mai
multor mutatii de interes intr-un numar mare de probe. Timpul de efectuare a testelor LPA variaza
intre 24-48 ore. LPA poate fi efectuat pe probele de sputa nativa cu microscopie BAAR pozitiva
sau pe izolatele din culturd. OMS a aprobat pentru utilizare unele dintre variantele comerciale de
LPA existente la moment. Doud dintre acestea permit de a detecta M. tuberculosis si apreciaza
sensibilitatea fatd de izoniazida si rifampicind (GenoType MTBDRplus versiunile 1 si 2 (Hain
Lifescience/Bruker, Germany), Genoscolar NTM+MDRTB kit 2 (Nipro, Osaka, Japan)), iar un
altul ofera si aprecierea sensibilitatii fatd de fluorochinolone si aminoglicozide (GenoType
MTBDRsl versiunea 1 si 2 (Hain Lifescience/Bruker, Germany)) [123]. Acuratetea diagnostica a
acestor trei teste in specimenele cu microscopie BAAR pozitiva este similara atat pentru aprecierea
(sensibilitatea 97% si specificitatea 98%) [124]. In cazul fluorochinolonelor si aminoglicozidelor
sensibilitatea oferitd de LPA constituie 80-97% respectiv, iar specificitatea atinge 100% [117].

Recent OMS a omologat si un test LPA de origine nipond, GenoScholar PZA-TBII
(Nipro, Japan), care ofera posibilitatea testarii rapide a sensibilitatii la pirazinamida cu o inalta

performantd diagnosticd (sensibilitatea - 94% si specificitatea - 95%) [125]. Aplicarea la scara
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globala este impiedicata de posibilitatea unei rate nalte de rezultate fals pozitive in zonele
geografice cu incidentd crescuta a mutatiilor din gena pncA, care nu conferd rezistenta fata de
pirazinamida.

Sistemele de diagnostic molecular genetic de Tnaltd capacitate

Sistemele de diagnostic molecular genetic de inaltd capacitate amintite mai devreme,
Fluorotype MTBDR (Hain Lifescience) precum si BD MAX-TB, pe langa identificarea M.
tuberculosis permit si testarea sensibilitatii la izoniazida si la rifampicina.

Fluorotype MTBDR este un test PCR multiplex fluorescent efectuat intr-un singur tub.
Testul poate determina sesnibilitatea fata de izoniazida si rifampicind a tulpinilor M. tuberculosis
direct in specimenele native. Sistemul este semiautomat, concomitent fiind analizate 96 de probe.
Rezultatele sunt obtinute peste 3 ore de la initierea testului, fiind interpretate automat de catre
software. Studiile de evaluare a performantei diagnostice au evidentiat o inaltd acuratete de
identificare a mutatiilor rezistente in genele de referinta katG si inhA (pentru izoniazidd) si rpoB
(pentru rifampicind) [126].

BD MAX MDR-TB este la fel un test pe baza de real-time PCR multiplex. Testul este
complet automatizat, analizand concomitent 24 de probe de sputd, oferind rezultatul peste 4 ore de
la initierea procesdrii. Performantele diagnostice din studiile de laborator ofera rezultate

promitatoare [127].

Secventierea de noua generatie

Secventierea de noua generatie (Next Generation Sequencing - NGS) este o metoda ce
poate oferi cele mai exhaustive informatii privitor la profilul de rezistentd genotipica a M.
tuberculosis. Avantajul major al NGS fata de metodele clasice pe baza de cultura este timpul mult
mai rapid de obtinere a rezultatelor, iar fatd de testele biomoleculare pe baza de PCR, discutate
mai sus, detectarea nu doar a mutatiilor incluse In test, dar caracterizarea completa si detaliatd a
intregului genom (in cazului tehnicii de Whole Genome Sequencing - WGS) sau a fragmentelor
genomice de interes (in cazul la Targeted NGS - TGS) [128].

In linii mari NGS include urmitoarele etape tehnice: 1) extragerea ADN; 2) pregitirea
bibliotecii; 3) efectuarea automatizatd a NGS; 4) analiza si interpretarea datelor [102].

In procesul da analizi a datelor obtinute prin NGS are loc compararea secventelor
nucleotidice ale tulpinii studiate cu cele din cataloagele de referintd si identificarea
polimorfismelor in genele asociate cu rezistenta. Unul dintre aceste cataloage este dezvoltat si
mentinut de catre OMS (ReSeqTB), in acelasi timp exista si alte baze de date elaborate atat la nivel

institutional cat de cétre diverse consortii [129]. Procesul de analiza a datelor NGS necesita
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aplicarea de software specializate care sunt disponibile online atat in acces liber (TB Profiler,
PhyReSE, Mykrobe, etc.) cat si in versiuni comerciale.

Capacitatea NGS de a determina rezistenta tulpinilor micobacteriene nu este aceeasi
pentru toate medicamentele antituberculoase, fiind in mare parte conditionatd de cunoasterea
genelor responsabile de rezistenta fata de antibioticul de interes. Astfel, aprecierea rezistentei fata
de rifampicind, izoniazida, fluorochinolone, aminoglicozide, etambutol si pirazinamida la ora
actuala se face cu o acuratete inalta, in timp ce diagnosticul rezistentei fatd de bedaquilind sau
linezolid necesita perfectare [130].

Eforturile de implementare in practica curentd a NGS sunt orientate spre dezvoltarea unei
platforme integrate, mai curand pe baza de TGS, care ar permite de a efectua intr-un singur ciclu
toate etapele NGS direct din specimenele native, omitand cultivarea si izolarea prealabila a tulpinii
de M. tuberculosis din cultura pura. Testarea directd din specimenele native este o provocare
importantd pentru NGS, aceasta datoritd continutului prioritar (>99%) in specimenele umane a
ADN-ului non micobacterian (uman sau al altor microorganisme). Unul dintre testele comerciale
disponibile pe piatd, care in mare parte rezolvd aceste probleme, este Deeplex Myc-TB
(Genoscreen, Lille, France) [131]. Ultimul este un dispozitiv ce efectueaza secventierea ultra
profunda a 24 de regiuni de amplificare, pentru identificarea speciilor de micobacterii si aprecierea
bacteriene intr-o populatie aparent uniforma, unele dintre care manifesta sensibilitate, iar altele
rezistentd fatd de un anumit medicament). Un alt dispozitiv similar este DeepCheck-TB
(Translational Genomics Research Institute, Flagstaff, USA). Tehnologiile de secventiere amintite
in mare parte sunt instrumente pentru diagnosticul centralizat la nivelul laboratoarele specializate
de nivel tertiar cu un rulaj inalt de specimene. In acelasi timp, existd un interes practic pentru
instrumente mai mici, eventual portabile, in acest sens in proces de validare sunt MinION (Oxford
Nanopore, Oxford, UK) si iSeq Illumina (San Diego, USA) [132, 133].

NGS a fost cu succes aplicata in studiile nationale de supraveghere a rezistentei in mai
multe regiuni ale lumii, iar in unele tari cu incidentd joasd a tuberculozei deja a substituit in
linia I [134, 135]. Astfel, in viitorul previzibil este foarte probabila implementarea pe scara larga
la nivel global a NGS pentru aprecierea in mod curent a sensibilitatii fatd de toate medicamentele

antituberculoase.
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1.4 Principiile tratamentului farmacologic in tuberculoza

Pana la mijlocul secolului XX optiunile terapeutice in tuberculozd includeau doar
tratamentele balneo-sanatoriale si tehnicile de colaborare a parenchimului pulmonar
(colapsoterapie). Eficacitatea acestor tratamente era una modestd, rata de vindecare constituind
25-30% [136]. Descoperirea si introducerea in practica clinica a antibioticelor antituberculoase a

deschis calea spre vindecarea majoritatii bolnavilor de tuberculoza [137].

Principiile generale ale tratamentului antituberculos

Deja la scurt timp dupa primele utilizari ale primului medicament antituberculos
(streptomicina) au fost observate cateva riscuri iminente asociate tratamentului antituberculos
administrat in monoterapie. In special, a fost inregistratd dezvoltarea intr-un numar semnificativ
de cazuri a rezistentei fati de medicamentul administrat si recidivarea bolii [137]. In acest context
au fost formulate doua principii de baza ale tratamentului antituberculos valide si pana astazi.
Primul postuleaza administrarea concomitenta a mai multor antibacteriene cu efect dovedit, iar cel
de al doilea impune o duratd indelungata a tratamentului [138]. Explicatia biologica a acestor
principii reiese din coexistenta in acelasi organism a cel putin trei subpopulatii de micobacterii cu
caracteristici fiziologice diferite - micobacterii cu multiplicare rapidd, micobacterii cu multiplicare
lenta si micobacterii cu multiplicare sporadica [139].

Micobacteriile cu multiplicare rapidd sunt microorganisme metabolic active care
constituie majoritatea populatiei micobacteriene din organismul bolnavului de tuberculoza. Ele se
afla Tn mediul extracelular bogat in oxigen si cu pH prielnic (6,5-7), cum este cel din peretele
cavitatilor tuberculoase [140]. Micobacteriile cu multiplicare rapidd sunt responsabile de
simptomele si contagiozitatea bolnavului. Anume acest grup de micobacterii poate dezvolta
rezistentd fatd de medicamentele antituberculoase prin aparitia mutatiilor genice spontane.
Frecventa cu care au loc asemenea mutatii este diferita pentru diferite medicamente variind intre
10°-108. Astfel, rezistenta spontand poate apirea doar in cazul bolnavilor cu o incarcaturd
micobacteriand Tnaltd asa cum sunt cei cu leziuni cavitare si microscopie pozitiva la care se
estimeazi un numir de 107-10° de micobacterii. La bolnavii cu leziuni infiltrative sau nodulare
aparitia mutatiilor este mai putin probabila datoritd numarului mai redus de micobacterii din aceste
leziuni (cca 10*-10°). Deoarece fiecare medicament antituberculos are o tintd de actiune diferita in
celula micobacteriand mutatiile genice, care confera rezistentd, sunt diferite pentru fiecare
medicament. Probabilitatea aparitiei concomitente in aceeasi populatie a doud mutatii spontane

diferite este data de produsul dintre valorile probabilititilor pentru fiecare medicament. Astfel,
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aparitia spontand concomitenta a mutatiilor care confera rezistenta fata de izoniazida si rifampicina
este practic imposibild deoarece probabilitatea aparitiei acestora (10'?-10'*) depaseste populatia
maxima de micobacterii ce poate fi atinsd in organismul uman. Astfel, polirezistentd nu poate
aparea drept rezultat al mutatiilor spontane. Mutatiile spontane determinante de rezistenta pot fi
involuntar selectate prin administrarea monoterapiei, iar tratamentul incorect la nivel populational
poate duce la selectarea tulpinilor multirezistente. In scopul prevenirii rezistentei micobacteriene
tratamentul antituberculos implicd administrarea concomitentd a 3-4 medicamente cu efect
antituberculos confirmat [141].

Micobacteriile cu multiplicare lentd reprezintd o populatie mai putin numeroasa de
microorganisme localizate in mediu intracelular hipoxemic si acid din fagolizozomi sau in focarele
de inflamatie din peretele cavitatilor. Conditiile nefavorabile determind inhibarea activitatii
metabolice si multiplicarea lentd a acestor bacili. In acelasi timp, metabolismul alterat reduce
actiunea medicamentelor antituberculoase. Se considera cd anume aceasta populatic de
micobacterii se face responsabila de recidivele bolii. Astfel, administrarea indelungatd a
tratamentului antituberculos urmareste distrugerea micobacteriilor cu multiplicare lenta precum si
a celor cu multiplicare sporadica [140-142].

Micobacteriile cu multiplicare sporadica reprezintd o populatie bacteriand numeric
redusd, localizata in masele cazeoase cu pH neutru. De reguld aceste microorganisme se afla in
stare dormantd (de anabioza) si doar sporadic se activizeaza si se multiplica in decurs de cateva
ore. Medicamentele le pot distruge doar in aceasta faza metabolic activa, care ar putea sa nu aiba

loc nici méacar o singura data pe parcursul tratamentului [140-142].

Caracteristicile de baza ale medicamentelor antituberculoase

La moment pentru tratamentul tuberculozei sunt aplicate doudzeci si doua de
medicamente din diverse clase farmacologice si cu diferite mecanisme de actiune. Toate aceste
medicamente sunt caracterizate prin doud actiuni de baza - bactericida si de sterilizare. Efectul
bactericid caracterizeaza capacitatea medicamentelor antituberculoase de a distruge micobacteriile
cu multiplicare rapida, iar cel de sterilizare - capacitatea de a distruge micobacteriile cu
multiplicare lentd si sporadicd. Medicamentele antituberculoase cu un puternic efect bactericid
sunt primordiale pentru vindecarea tuberculozei, iar un bun efect de sterilizare contribuie la
reducerea duratei tratamentului.

Efectul bactericid al medicamentelor antituberculoase poate fi apreciat in baza studiilor
EBA (Early Bactericidal Activity), a timpului de conversie a microscopiei si a ratei de conversie a

microscopiei, iar efectul de sterilizare - in baza reducerii numarului de UFC (unitati formatoare de
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colonii) pe parcursul primei luni de tratament, timpului de conversie a sputoculturii si ratei de
conversie a sputoculturii, precum si a ratei de recidiva post tratament.

Medicamentele cu cea mai pronuntatd activitate bactericida nu numai decat in ordinea
descresterii sunt izoniazida, rifampicina, fluorochinolonele (levo- si moxifloxacina), linezolidul,
badaquilina, carbapenemele, delamanidul, aminglicozidele injectabile, etionamida si
proteonamida (cele doud din urma mai curand au efect bacteriostatic). Din perspectiva efectului
de sterilizare un eventual clasament ar fi condus de pirazinamidd si rifampicind urmate de

fluorochinolone, linezolid, pretomanid, fluorochinolone si clofazimina [141, 143, 144].

Cerintele esentiale fata de schemele de tratament antituberculos

In linii mari schemele de tratament antituberculos indiferent de forma clinica a bolii sau
spectrul de rezistentd a tulpinilor de M. tuberculosis trebuie sa intruneasca urmatoarele criterii: a)
sa includa, pand la conversia bacteriologica a sputei (uneori numita faza intensiva), minim 3-5
medicamente cu actiune antituberculoasd demonstrata prin teste de sensibilitate la medicamente;
b) s includa 1-2 medicamente cu efect bactericid inalt, rolul lor fiind In asigurarea vindecarii si
reducerii rapide a contagiozitatii, importanta acestor medicamente scade dupa atingerea conversiei
bacteriologice (faza de continuare a tratamentului); c) sa includa 1-2 medicamente cu efect de
sterilizare Tnalt, rolul lor fiind 1n a preveni recidivele si eventual de a reducere durata tratamentului;
d) sa dureze suficient de lung timp pentru a preveni recidiva bolii; ¢) sa poseda toxicitate cat mai
redusa; ) s aiba costuri cat mai mici; g) sa nu interfereze cu alte medicatii administrate bolnavului
pentru eventualele comorbiditati [142].

Considerand principiile expuse schema de tratament al fiecarui bolnav de tuberculoza ar
trebui sa fie personalizatd reiesind din profilul de rezistentd antimicrobiand a tulpinii de M.
tuberculosis izolata de la pacientul respectiv. Aceasta ar permite evitarea tratamentelor ineficiente,
care determina rezultatele nefavorabile ale terapiei si contribuie la selectarea tulpinilor rezistente.
Cu toate acestea, aprecierea rapida a rezistente antimicrobiene frecvent nu este posibila, fie din
inaccesibilitatea sau inexistenta metodelor de laborator, fie din caracterul paucibacilar al bolii.
Astfel, adesea in tratamentul bolnavilor de tuberculoza sunt aplicate schemele standardizate de
tratament, care pot suporta unele individualizari odatd cu obtinerea rezultatelor testelor de
sensibilitate la medicamente. Schemele standardizate de tratament sunt diferite pentru cazurile de

tuberculoza sensibild si cea rezistenta.

53



Tratamentul tuberculozei cu germeni sensibili la medicamente

Schema standard de tratament recomandatd in majoritatea cazurilor de tuberculoza
sensibila cu localizare atat pulmonara cat si extrapulmonara include administrarea pe parcursul a
doua luni a patru medicamente antituberculoase: izoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z)
si etambutolul (E) urmate de alte patru luni de H si R [145]. Astfel, sunt utilizate doud medicamente
cu efect bactericid (H, R) si doua cu actiune sterilizatoare (R, Z). Rationamentul pentru includerea
E (poseda efect bacteriostatic) este de a proteja medicamentele de baz 1n eventualitatea rezistentei
tulpinii de M. tuberculosis fatd de izoniazida in lipsa informatiilor privitor la spectrul de rezistenta.
Prin urmare, in cazul cunoasterii certe a sensibilitatii fatd de H si R la momentul initierii
tratamentului antituberculos E ar putea sa nu fie inclus [146].

Trecerea de la faza initiald, numita si intensiva (pe parcursul cireia se administreaza
HREZ), la faza de continuare (pe parcursul careia se administreaza H,R) se face la termenul de
doud luni de tratament in cazul obtineri conversiei microbiologice prin microscopie sau cultura.
Persistenta testelor microbiologice pozitive dupd doud luni de tratament impune continuarea
HREZ pani la obtinerea conversiei [145, 146]. Intirzierea conversiei microbiologice ar putea
reflecta Incdrcatura bacteriand mare la Inceputul tratamentului precum si o concentratie
suboptimala a medicamentelor [147]. Obiectivizarea concentratiilor suboptimale poate fi realizata
prin monitorizarea nivelurilor serice a medicamentelor administrate [ 148]. Din pacate metoda este
inaccesibila in practica curentd in majoritatea regiunilor cu incidenta inalta a tuberculozei.

De regula, durata de patru luni a fazei de continuare este suficientd pentru a preveni
recaderea bolii, Insa la bolnavii cu leziuni extinse si in special la cei cu leziuni cavitare sau
conversie microbiologicd Intarziatd este rationald extinderea duratei fazei de continuare. La fel,
extinderea duratei de tratament este recomandata in caz de tuberculoza a sistemului nervos central
(pana la 12 luni) si a celui osteo-articular (pana la 9 luni) [145, 146]. Sunt impartite parerile privitor
la necesitatea extinderii fazei de continuare a tratamentului la bolnavii de tuberculoza HIV pozitiv,
beneficiul cert fiind demonstrat in cazul bolnavilor care nu urmeaza tratament antiretroviral [149].
Extinderea duratei tratamentului antituberculos ar putea fi rationala si la bolnavii cu diabet zaharat
[150].

Dozele medicamentelor utilizate la adulti sunt aceleasi indiferent de forma clinica a bolii.
Exceptie este cazul meningitelor tuberculoase in care a fost demonstrat beneficiul administrarii
dozelor ridicate de rifampicina (20-30 mg/kg) [151].

La ora actuala se insistd pe administrarea zilnica a tratamentului in forme farmaceutice
combinate Tn doze fixe per os. Formele combinate pot contine doua, trei sau chiar toate patru

preparate din schema de tratament. Utilizarea formelor combinate este mai curand argumentata de
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comoditatea administrarii si nu are impact asupra rezultatelor tratamentului [152]. De remarcat ca
disponibilitatea formelor medicamentoase cu doze fixe pentru copii adesea este o problema in
multe regiuni ale lumii [153]. Practica de administrare intermitentd, in cateva zile pe saptdmana,
se asociaza cu un risc sporit de intrerupere a tratamentului motiv din care este evitata [154].

Succesul terapeutic al schemei de tratament descrise (2HREZ/4HR) poate atinge 95% cu
o ratd de recidiva sub 2% si o rata a reactiilor adverse de pana la 5%. Rezultatele tratamentului
tuberculozei sensibile ar putea fi mai modeste in unele regiuni cu incidentd inaltd a tuberculozei
datoritd diversilor factori care reduc aderenta bolnavului la tratament [155-157].

Una dintre interventiile complementare tratamentului antibacterian in tuberculoza
sensibila este administrea de glucocorticoizi (GCS). Acestia de regulda sunt recomandati in
meningita si pericardita tuberculoasa. In acelasi timp, exista date care infirma eficacitatea GCS in
pericardita tuberculoasa [158]. O altd medicatie complementara este piridoxina (vitamina B6)
recomandata pentru prevenirea neuropatiei periferice, descrisd in 2% dintre toate cazurile de
utilizare a izoniazidei [145].

Posibilitatea reducerii duratei tratamentului in tuberculoza sensibila, cu pastrarea ratei
inalte de vindecare, este unul dintre obiectivele cercetirilor la ora actuald. In acest sens sunt
evaluate scheme terapeutice care includ medicamente cu potential de amplificare a efectului de
sterilizare. Astfel, substituirea in schema clasica 2HREZ/4HR a rifampicinei cu rifapentind si a
etambutolului cu moxifloxacind ar putea sa permita reducerea duratei de tratament de la 6 la 4 luni
[159]. In acelasi timp, substituirea in schema clasica doar a rifampicinei cu rifapentini, cu o durati
totald a tratamentului de 4 luni, duce la rezultate terapeutice inferioare. La fel, reducerea duratei
tratamentului la 4 luni prin substituirea in schema clasica doar a izoniazidei sau etambutolului cu
fluorochinolone (moxifloxacind sau gatifloxacind) este asociata cu un risc crescut de recidive, desi
ar putea fi eficientd la bolnavii cu sarcina bacilara redusa [160]. La ora actuala se afla in desfasurare
studii care evalueaza eficacitatea in tuberculoza sensibila a schemelor de tratament cu o durata

redusad care includ pretomanidul si/sau badaquilina sau doze mari de rifampicind [161-163].

Tratamentul tuberculozei cu germeni cu rezistentd multipld sau rezistenta extinsa la
medicamente

Traditional tratamentul tuberculozei MDR era caracterizat printr-o duratd indelungata
(18-24 luni), numar mare de medicamente administrate, toxicitate sporitd si ratd modestd a
succesului terapeutic (50-60%) [11, 21]. Timp Indelungat una dintre cauzele de baza a acestor
neajunsuri a fost lipsa antibacterienelor cu actiune bactericidd si sterilizatoare similara cu cea a

izoniazidei si rifampicinei, fatd de ultimele tulpinile micobacteriene MDR fiind rezistente. In
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prezent existd mult optimism privitor la cresterea succesului terapeutic cat si reducerii duratei
tratamentului in tuberculoza MDR. Acesta este generat inclusiv de identificarea si implementarea
in practica clinicd a medicamentelor antituberculoase noi (badaquilina, pretomanidul,
delamanidul), confirmarea efectului antituberculos pentru unele antibacteriene mai vechi
(linezolidul) si identificarea de combinatii terapeutice noi dintre aceste medicamente. Astfel,
utilizarea in tratamentul tuberculozei MDR a antibioticilor precum badaquilina a permis
imbunatatirea semnificativa a rezultatelor tratamentul antituberculos atat in studiile randomizate
cat si in practica clinica [164—166].

Rezultatele unor studii clinice din ultima perioadd (NixTB, Zenix, TBPRACTECAL) au
determinat ca, in prezent, recomandarea de baza pentru tratamentul tuberculozei MDR sa fie
schema scurtd care include badaquilina, pretomanidul si linezolidul (BPaL), eventual
complementate cu moxifloxacina (BPaLM) [167, 168]. Durata tratamentului in acest caz este redus
la doar 6 luni. Schema este recomandata pentru toti bolnavii adulti (> 15 ani) cu tuberculozd MDR
precum si pentru cei cu rezistentd preXDR. Neadministrarea anterioara a acestor medicamente
pentru o duratd mai mare de o luna este o conditie de eligibilitatea a bolnavului. Pentru a decide
privitor la posibilitatea includerii moxifloxacinei anterior initierii schemelor BPaL este binevenita
excluderii prin aplicarea metodelor moleculare rapide a rezistentei si fata de alte medicamente din
schema de tratament impune administrarea empirica a acestora. In aceste conditii sunt rezonabile
ingrijordrile privitor la multiplicarea rezistentei secundar aplicarii empirice a acestei scheme
standard in zonele geografice unde tulpinile MDR se caracterizeaza prin rezistentd aditionald
inclusiv la bedaquilina si linezolid [169, 170].

Alternativ schemelor BPal poate fi utilizata o altd schema standard ce include pe
parcursul primelor 4-6 luni Bdq, Lfx /Mfx, Eth, E, Z, CIf si H (doze mari), urmate de 5 luni de Lfx
/Mfx, CIf, E, Z [11, 167]. Istoric schema a fost cunoscuta ca schema ”mai scurtd” sau schema
Bangladesh, care initial In loc de badaquilind continea o aminoglicozidd injectabild, iar
fluorochinolona de electie era gatifloxacina [171]. In baza studiilor ulterioare preparatul injectabil
a fost substituit cu badaquilind, iar levo- sau moxifloxacina au inlocuit gatifloxacina. La fel,
etionamida ar putea fi substituita cu linezolid administrat pentru o durata de doua luni [172, 173].
Conditiile de eligibilitate includ lipsa expunerii anterioare fatd de medicamentele incluse in
schema, precum si excluderea prealabila a rezistentei la fluorochinolone. Similar cu schemele
BPaL trebuie comentat riscul sporit de selectare a tulpinilor rezistente asociat tratamentului
empiric cu aceste scheme 1n zonele cu rezistentd aditionald a tulpinilor MDR de M. tuberculosis.

[174, 175].
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Pacientii neeligibili pentru schemele scurte de tratament ar trebui sa urmeze un tratament
individualizat, ajustat conform profilului de rezistenta la medicamente. In acest caz schema trebuie
sa includa cel putin 4 medicamente antituberculoase pana la atingerea conversiei sputei. Includerea
a cel putin 5 medicamente antituberculoase, la fel, pare a fi o optiune rezonabila [176]. La
selectarea medicamentelor ce urmeaza a fi incluse in schema de tratament se da prioritate
preparatelor din grupul A al medicamentelor anti MDR, urmate de cele din grupul B si C (Tabelul
1.1) [11]. Durata totala a tratamentului cu o astfel de schema constituie 18 luni. Durata indelungata
a medicatiei reprezintd dezavantajul major al abordarii individualizate in selectarea schemei de
tratament al tuberculozei MDR, in special in lumina datelor privitor la obtinerea vindecarii cu
schemele BPaL. administrate timp de 6 luni. Durata indelungata este conditionatd de lipsa unui
marcher fidel care ar obiectiviza “’sterilizarea” focarului de infectie si ar exclude riscul de recidiva
a bolii. Identificarea unor astfel de markeri ar permite individualizarea nu doar a spectrului de

medicamente prescrise dar si a duratei tratamentului.

Tabelul 1.1 Medicamentele utilizate in tratamentul tuberculozei MDR [177]

Medicamentul

Grupul A - levofloxacina sau moxifloxacina
se includ toate trei medicamente - badaquilina

- linezolid
Grupul B - clofazimina
se include unul sau ambele medicamente - cicloserina sau tirezidona

- etambutol

- delamanid
Grupul C ‘ _ - pirazinamida
sunt se} ectate‘cénd medlcameptele din - imepinem/cilastatind sau meropenem
grupurile A si B nu sunt suficiente pentru a o ..
forma sche m a de tratament - amikacina sau streptomicina

- etionamida sau proteonamida

- acidul para-amino salicilic
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Tratamentul chirurgical

Aplicarea in a doua jumatate a secolului XX a antibioticelor antituberculoase a redus
dramatic rolul chirurgiei in tratamentul acestei boli, vindecarea prin tratament farmacologic fiind
posibild la majoritatea bolnavilor. Astfel, timp indelungat, chirurgia a fost rezervata fie rezolvarii
unor complicatii acute cu risc vital fie menajarii sechelelor postuberculoase avansate. Interesul
fata de interventiile chirurgicale, ca metoda de tratament al tuberculozei, a revenit odata cu
amplificarea numarului de cazuri de tuberculoza MDR [178]. Metaanalizele efectuate in baza
cohortelor de bolnavi selectati cu tuberculoza MDR demonstreaza cresterea importanta a sanselor
de vindecare la complementarea tratamentului farmacologic cu cel chirurgical (OR 2,62; 95%li,
1,94-3,54) [179]. In acelasi timp, la interpretarea acestor date trebuie de tinut cont de
comparabilitatea doar partiald a bolnavilor de tuberculoza supusi tratamentului chirurgical versus
cei tratati doar farmacologic, cei din urma ar putea fi noneligibili pentru chirurgie datorita unei
boli prea avansate. Tot in acest context trebuie reamintit faptul ca aceste rezultate au fost generate
pana la introducerea in practici a noilor medicamente antituberculoase. Decizia privitor la
oportunitatea tratamentului chirurgical trebuie sd fie luata individualizat in cadrul consiliilor
multidisciplinare [180]. Timpul optim pentru interventie este decis din perspectiva evolutiei clinice
a bolii. In varianta ideald, interventia chirurgicald ar trebui efectuati dupa obtinerea conversiei
microbiologice a sputei, insa, in conditiile cand aceasta nu este posibil si in lipsa indicatiilor vitale,
o perioada premergatoare de circa 3 luni de tratament antibacterian este recomandata. Interventiile
cele mai frecvente sunt rezectiile anatomice si pulmonectomiile. Toracoplastia poate fi o optiune
cand rezectia pulmonara este contraindicatd. Chirurgia minim invaziva, inclusiv cea robotic

asistatd, poate ameliora semnificativ evolutia postoperatorie a pacientilor [181].

1.5 Monitorizarea si evaluarea tratamentului antituberculos

Considerand durata indelungatd si intr-un anumit sens complexitatea terapiei
antituberculoase, monitorizarea pe parcursul intregului tratament a eficacitatii medicatiei de rand
cu observarea aderentei pacientului si identificarea eventualelor reactii adverse sunt elemente
indispensabile managementului clinic al bolnavilor de tuberculoza. Monitorizarea tratamentului
antituberculos se efectueaza in baza mai multor parametri microbiologici, clinici, biologici si

eventual farmacologici.

Monitorizarea microbiologicd
Monitorizarea microbiologica include examinarea sistematica prin microscopie si/sau

cultura la M. tuberculosis. Rezultatele acestor teste sunt utilizate in calitate de marker primar, desi
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surogat, al eficacitatii tratamentului antituberculos, iar inregistrarea conversiei microbiologice este
criteriul de referintd pentru decizia privitor la vindecarea bolnavului [182]. Conversia
microbiologicd defineste situatia in care la un bolnav cu tuberculoza confirmata bacteriologic au
fost obtinute consecutiv doud culturi negative (sau microscopii - conversie microscopica) la un
interval de cel putin 7 zile dintre cele doua examinari [183]. De regula vindecarea este asumata la
atingerea conversiei in tuberculoza sensibild nu mai tarziu de luna a 2-3, iar in cea MDR nu mai
tarziu de luna a 6-8 de la initierea tratamentului. Atingerea conversiei nu semnifica si finalizarea
tratamentului, acesta este prelungit pentru o durata de timp standard, stabilitd in mod empiric,
diferita in tuberculoza sensibila si cea MDR. Prelungirea empiricd a tratamentului este motivata
de imposibilitatea concluzionarii despre sterilizarea focarului de infectie doar in baza disparitiei
micobacteriilor din specimenele biologice analizate, iar biomarkeri alternativi, mai sensibili, la ora
actuala nu exista.

Frecventa examinarilor microbiologice este in mare parte conditionatd de capacitatile de
testare a institutiei medicale sau, in cazul tarilor cu incidentd crescuta a tuberculozei, de cele ale
programului national de combatere a tuberculozei. In cazul tuberculozei sensibile o examinare prin
microscopie (sau culturd) la 2 luni urmata de alte doud la 5 si 6 luni de la initierea tratamentului
constituie minimul recomandat. Rezultatul pozitiv al testarilor microbiologice la oricare dintre
aceste termene trebuie s ridice suspiciuni privitor la rezistenta microbiand, neaderenta bolnavului
sau concentratiile serice suboptimale a medicamentelor administrate. In cazul tuberculozei
rezistente la medicamente, in special in cazurile MDR, frecventa examinarilor microbiologice este
cel putin lunara, fiind considerate in special rezultatele culturii [11, 138]. In centrele cu resurse
suficiente examinarile microbiologice de monitorizare pana la atingerea conversie culturii frecvent
sunt efectuate siptimanal [176]. In acest caz drept marker complementar al eficacititii
tratamentului poate fi utilizat timpul de pozitivare a culturii, cresterea acestuia reflecta reducerea
incarcaturii micobacteriene si respectiv eficacitatea terapiei.

Examinarile microbiologice de dupa incheierea tratamentului sunt orientate spre
depistarea precoce a cazurilor de recidiva a bolii. Un consens in ceea ce priveste durata optimalad
si frecventa examindrilor nu existd, un numar minimal de examindri ar include microscopia si
cultura la termenul de 6 si 12 luni de la incheierea tratamentului, dar si acestea ar putea fi greu de
asigurat in multe dintre regiunile cu resurse limitate si incidenta inalta a tuberculozei [184].

Teste moleculare bazate pe identificarea ADN-ului micobacterian nu sunt recomandate
pentru monitorizarea tratamentului, datoritd posibilitatii izoldarii timp indelungat, chiar dupa

vindecare, a ADN-ului din micobacteriile moarte [185].
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Monitorizarea clinico-biologica si supravegherea efectelor adverse

Independent de forma clinica si patternul de rezistentd a micobacteriei spectrul
examindrilor clinico-biologice aplicate pentru monitorizarea tratamentului antituberculos ar trebui
sa includa aprecierea simptomelor, parametrilor vitali, masei corporale, precum si a altor date ale
examenului fizic, radiologic si de laborator. De mentionat ca dacd parametrii examenului fizic si
a celui imagistic sunt intr-o anumita masura, desi in una mai mica decat testele microbiologice,
utilizate Tn mod curent la aprecierea eficacitdtii tratamentului, atunci testele de laborator de regula
sunt efectuate pentru documentarea posibilelor reactii adverse asociate tratamentului
antituberculos. Frecventa examinarilor si lista desfasurata de teste efectuate este conditionata de
severitatea bolii, devierile initiale, simptomele aparute pe parcursul tratamentului, dar si de
disponibilitatea resurselor din sistemul medical. De regula o vigilenta sporita este necesara in cazul
bolnavilor cu factori de risc sporit de evolutie nefavorabild a bolii precum: varstnicii, cazurile de
tuberculoza rezistenta, copii sub 5 ani, persoanele care traiesc cu HIV precum si cele cu alte boli
cronice (cardiace, hepatice, renale, diabet zaharat sau malnutritie), leziuni cavitare importante sau
functie pulmonara afectata [80, 186].

In cazurile tipice de tuberculozi la adultii care nu au comorbidititi severe si tolereaza
bine tratamentul frecventa vizitelor de monitorizare la medic si a examindrilor paraclinice
(imagistice si de laborator) de regula este adaptata la frecventa testelor de supraveghere
microbiologica descrise mai sus. Examindrile imagistice de monitorizare la bolnavii cu
tuberculoza pulmonara de regula includ radiografia toracicd. Examindri imagistice prin CT sau
RMN sunt indicate pacientilor cu afectari extrapulmonare sau la cei cu boala pulmonara severa
sau evolutie nefavorabild. Ultrasonografia toracica este de preferat pentru monitorizarea imagistica
a epansamentelor pleurale sau cardiace. Spectrul testelor de laborator poate include, hemograma,
teste serologice de apreciere a functiei renale si hepatice precum si glicemia sau ionograma. Insa,
de regula, examindrile biochimice amintite sunt efectuate doar la pacientii simptomatici sau la cei
cu devieri la momentul initierii tratamentului. Cand schema de tratament include medicamente
care pot determina efecte adverse specifice, monitorizarea paraclinica ar putea include examenul
ECG, electromiografia, audiograma, sau examenul oftalmoscopic [187]. De reguld efectuarea
acestor examindri are loc doar la momentul suspectarii clinice a efectului advers respectiv, aceasta
datoritd accesibilitatii limitate in multe dintre regiunile cu incidentd inalta a tuberculozei.

Monitorizarea reactiilor adverse la medicamente impune o vigilenta sporitd din partea
tuturor persoanelor implicate in ingrijirile oferite bolnavilor de tuberculoza. Deosebit de frecvent
reactiile adverse sunt asociate tratamentului tuberculozei MDR. Reactiile adverse trebuie cdutate

activ de lucratorii medicali atat In timpul vizitelor de monitorizare cat si in timpul oferirii zilnice
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a medicamentelor. La fel, pacientul trebuie instruit in a urmari si a informa lucratorii medicali

despre oricare reactie potential aparuta secundar administrarii medicamentelor [188].

Monitorizarea aderentei la tratament

Durata indelungata a tratamentului antituberculos inevitabil sporeste riscul de intrerupere
a terapiei. Existd o acceptare largd a faptului ca una dintre cele mai efective interventii pentru
asigurarea aderentei la tratamentul antituberculos este administrarea acestuia sub observare directa
(Directly Observed Treatment - DOT) din partea unei persoane instruite in acest scop. Aceasta din
urma poate fi un lucrator medical sau un membru din comunitate sau familie care ofera zilnic
bolnavului de tuberculozd medicamentele necesare si se asigura despre ingerarea lor de cétre
pacient [189]. DOT poate fi oferit in cadrul institutiilor medicale de ambulatoriu, caz in care
bolnavul se deplaseaza zilnic la institutia respectiva. Alternativ DOT este oferit la domiciliul
bolnavului, unde este zilnic vizitat de persoana responsabild de asigurarea DOT. Se pare ca in
ultimul caz interventia este mai bine acceptatd de catre bolnavi. Pe langa aplicarea DOT a fost
demonstrat rolul si al altor interventii in mentinerea aderentei la tratamentul antituberculos printre
acestea reamintirea despre necesitatea administrarii medicatiei prin mesaje SMS, utilizarea cutiilor
de medicamente cu memento-uri, oferirea de stimulente financiare si consilierea continud a
bolnavilor. [190]. O tendinta din ultima perioada este de a substitui DOT clasic prin observarea
videoasistatd a administrarii medicamentelor (VOT). Eficacitatea acestei metode pare a fi similara
cu DOT fiind depasitd inconvenienta deplasarii zilnice la institutia medicald sau domiciliul

pacientului [191].

Monitorizarea nivelului seric al medicamentelor

Rationamentul monitorizérii nivelului seric al medicamentelor (MSM) la bolnavii de
tuberculoza porneste de la premisa ca expunerea micobacteriilor la concentratii suboptimale de
medicament determind dezvoltarea rezistentei si duce la esecul terapiei.

Eficacitatea in vivo a medicamentului coreleaza cu atingerea valorilor critice in sangele
bolnavului a unor indicatori farmacocinetici precum AUCo24/MIC, Cunax/MIC si T/MIC.
Masurarea acestor indicatori in cadrul studiilor de MSM permite obiectivizarea subexpunerii la
eventuale ajustari ale dozelor de medicament administrat [192].

Indicatiile generale pentru MSM 1n tuberculoza ar include bolnavii cu comorbiditati sau
comedicatie care pot altera farmacocinetica medicamentelor antituberculoase. De regula, aceasta

este cazul bolnavilor de tuberculozd cu malabsorbtie grava, diabet zaharat, HIV sau insuficienta
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renald. La fel, MSM este binevenita in cazurile de lipsa a eficacitatii terapeutice in conditiile unei
aderente bune a bolnavului. Unii autori subliniazd importanta MSM in tratamentul tuberculozei
MDR in cazul utilizarii linezolidului, fluorochinolonelor, aminoglicozidelor sau cicloserinei [176].

Din punct de vedere al implementarii practice, efectuarea MSM necesitd tehnologii de
laborator precum HPLC-UV (high-performance liquid chromatography-UV detection) si LC-
MS/MS (liguid chromatography-tandem mass spectrometry). Din pacate acestea sunt accesibile,
chiar si in tarile cu venituri nalte, doar intr-un numadr limitat de centre clinice sau de cercetare
[193]. La fel, MSM necesita colectarea si testarea a multiple probe de sange, fapt care determina
un grad aditional de laboriozitate. Implementarea metodelor bazate pe colectarea doar a 2-3 probe
post-expunere la medicament are potentialul de a simplifica aplicarea in practici a MSM. La ora
actuald aceste metode sunt standardizate doar pentru medicamentele antituberculoase de linia intai
si unele medicamente pentru tratamentul MDR (linezolidul, flurochinolonele) [194]. Odata cu
probelor de sange uscat (dry blood spots), care faciliteaza transportarea catre laboratoare dotate cu
HPLC, am putea asista la o implementare mai largd a MSM inclusiv in centrele medicale cu resurse

limitate [195].

Evaluarea rezultatelor finale ale tratamentului antituberculos

La ora actuala datorita eforturilor OMS 1in majoritatea tarilor lumii rezultatele
tratamentului tuberculozei sunt apreciate in baza aceluiasi set standardizat de definitii. Acestea
permit o evaluare unificatd a rezultatelor tratamentului la nivel local si compararea lor cu cele din
alte regiuni. Ultima versiune a acestor definitii a fost publicata de catre OMS in 2021 [196]. Ele
definesc sapte categorii de baza si una optionala ale rezultatelor terapiei antituberculoase si sunt
aplicabile atat in tuberculoza sensibila cat si cea rezistenta.

Categoriile de bazad includ notiunile de: esec terapeutic, vindecat, tratament incheiat,
decedat, pierdut din supraveghere, neevaluat si succesul tratamentului. Ultima dintre categoriile
enumerate este una cumulativa nsumand cazurile vindecate si cele care au incheiat tratamentul.
Pentru definirea acestor categorii sunt considerate statutul microbiologic al pacientului la
finalizarea/oprirea tratamentului si gradul de aderenta al acestuia la terapie. Categoriile de baza
sunt recomandate pentru evaluarea curentd a rezultatelor tratamentului in cadrul programelor de
control al tuberculozei si de fapt au drept scop evaluarea eficacitatii programului si a interventiilor
efectuate in cadrul acestuia, chiar cu riscul de a subevalua unele aspecte clinice ale bolii [197].

Categoria optionalad de evaluare a rezultatelor tratamentului ofera o definire alternativa a

cazului vindecat. Pentru aceasta este evaluat statutul bolnavului nu doar la finalizarea
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tratamentului, dar si pe parcursul unui an dupa incheierea terapiei. In special este verificata lipsa
reciderii bolii sau a decesului post-tratament. In recomandarile curente ale OMS, categoria
optionala este recomandata de a fi aplicata doar in studiile operationale si nu in evaluarea curenta.
In acelasi timp, anume lipsa recaderii bolii este utilizatd drept criteriu de eficacitate in studiile
clinice ale medicamentelor si a schemelor terapeutice noi.

TBNET (Reteaua europeana de promovare a cercetarii in domeniul tuberculozei), in baza
evaludrii unei cohorte clinice multinationale de bolnavi de tuberculoza, a argumentat utilitatea
pentru practica clinicd a aplicarii supravegherii post-terapie [198]. Aceasta deoarece din
perspectiva clinica lipsa recdderii in perioada postterapie ofera un argument suplimentar privitor
la sterilizarea focarului de infectie, fapt despre care pe parcursul tratamentului se conchide doar
indirect in baza lipsei micobacteriilor in specimenele supuse examindrilor microbiologice. Astfel,
cd o recadere in perioada imediat urmatoare incheierii tratamentului de fapt obiectivizeaza infectia
“restantd” si previne concluzia gresita privitor la vindecare. Desigur ca nu ar trebui exclusa nici
posibilitatea reinfectdrii dupa incheierea tratamentului, desi mai curand ca in majoritatea cazurilor
este vorba despre reactivare si nu reinfectie [199]. Unul dintre argumentele de baza impotriva
adoptarii in calitate de criteriu de vindecare a rezultatelor supravegherii postterapeutice este lipsa
capacitatilor logistice de a asigura o astfel de supraveghere in multe dintre tarile cu incidenta inalta
a tuberculozei. Cu toate acestea, in perioada premergatoare publicarii actualelor definitii ale OMS
au fost efectuate mai multe studii care pe de o parte au demonstrat rationalitatea supravegherii
postterapeutice pentru practica clinicd, evidentiind modificari importante in structura rezultatelor
terapeutice, iar pe de alta parte au evidentiat fezabilitatea acestei abordari inclusiv in térile cu
incidentd inaltd a tuberculozei [200-203]. La modul practic supravegherea postterapie ar putea fi
efectuata prin diferite solutii tehnice adaptate la contextul local cum ar fi: telefonarea directa a
pacientului, obtinerea informatiilor de la persoane de contact din comunitétile respective, utilizarea

registrelor nationale de declarare a cazurilor de tuberculoza [13].

Biomarkeri micobacterieni alternativi aplicabili in monitorizarea tratamentului
antituberculos

Dezavantajele metodelor de monitorizare a tratamentului bazate pe identificarea
agentului microbian (timpul indelungat al culturii, persistenta fragmentelor ADN din
micobacteriile moarte) impune identificarea de noi biomarkeri si tehnologii care ar putea fi aplicate
in monitorizarea eficacitatii terapeutice. Printre acestea sunt TB-MBLA (7B molecular bacterial
load assay), test care detecteaza si cuantificd doar micobacteriile viabile din specimenele biologice

prin RT-qPCR (Reverse Transcriptase quantitative PCR) a subunitatilor ribozomale 16S a ARN
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ribozomal (16S ARNr) [204]. Biomarkerul lipseste in micobacteriile moarte si permite
identificarea unei incarcidturi micobacteriene minimale (10-100 de microorganisme pe ml de
specimen). Reducerea cantitatii de 16S ARNr respectiv reflectd diminuarea numarului
micobacteriilor viabile si obiectivizeaza eficacitatea tratamentului. O altd tehnica se bazeaza pe
aprecierea ratei de sintezad a ARNr micobacterian exprimata prin raportul dintre precursorii ARNr
(ETS1 sau ITS1) si ARNr matur (16S23S), o rata mai mare de sinteza reflectd o incarcatura
bacteriani mai fnalta [205]. In acelasi context, se inscrie tehnica prelucririi cu propidium
monoazide (PMA) sau etidium monoazide (EMA) a specimenelor examinate prin PCR sau RT-
PCR [206, 207]. EMA si PMA sunt coloranti care pot penetra prin membrana micobacteriand si
modifica ADN-ul micobacteriilor moarte, prevenind amplificarea acestuia. Astfel, este asigurata
detectarea doar a micobacteriilor viabile fapt care permite aplicarea pentru monitorizarea
terapeutica inclusiv a tehnicelor curente de tip Xpert MTB/Rif. Mentiondm si eventuala
posibilitate de a monitoriza dinamica raspunsului terapeutic prin aprecierea cantitatii de proteina
MPT64 produsa doar de micobacteriile vii la incélzirea probei examinate pana la temperatura de

46°C [208].

Biomarkeri alternativi ai organismului uman aplicabili in monitorizarea tratamentului
antituberculos

Sensibilitatea biomarkerilor micobacterieni si a celor clinico-imagistici utilizati pentru
monitorizarea eficacitatii tratamentului antituberculos la ora actuala, nu permite individualizarea
duratei tratamentului antituberculos, aceasta fiind una standard si determinatd in mod empiric.
Considerarea raspunsului biologic individual al organismului uman ar putea permite
individualizarea duratei terapiei si spori acuratetea concluziilor privitor la vindecare. In acest
context existd numeroase tentative de identificare a unor biomarkeri ai organismului uman care ar
permite aprecierea raspunsului terapeutic. Cercetdrile curente in special sunt focusate pe
determinarea dinamicii raspunsului imun din perspectiva profilului transcriptomic sau
metabolomic precum si al dinamicii unor citokine. La fel, sunt incercari de a corela raspunsul
terapeutic cu parametrii imagistici si functionali ai aparatului respirator, dar si unele semne clinice
apreciate atat independent cat si in cadrul unor scoruri mai complexe [209].

Aprecierea profilului modificarilor transcriptomice in sangele periferic asociate cu
statutul de vindecare pare a fi deosebit de promitatoare. Aplicarea diverselor seturi de semnale
transcriptomice, denumite si semnaturi transcriptomice, (RISK6, TB-22, etc) permite evidentierea
raspunsului terapeutic atat la etapele initiale cat si la incheierea tratamentului [210-214].

Majoritatea semnaturile transcriptomice descrise includ gene implicate in calea de semnalizare a
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inteferonului de tip 1. Rezultatele publicate au fost validate pe pacienti din diverse regiuni
geografice inclusiv bolnavi HIV pozitivi. Cu toate acestea, studiile clinice randomizate care ar
demonstra eficacitatea tratamentului ghidat de aplicarea acestor semnaturi incad urmeaza a fi
efectuate.

Markerii rdspunsului imun celular ar putea fi si ei aplicati in monitorizarea eficacitatii
terapeutice. Astfel, a fost observat declinul pe parcursul tratamentului antituberculos a nivelului
limfocitelor T, care exprima CD38, HLA-DR si Ki-67 [215, 216]. Insd similar semnaturilor
transcriptomice, anterior implementdrii practice este necesara validarea clinicd precum si
identificarea unor tehnologii de fenotipare celulard aplicabile inclusiv la nivelurile primare de
acordare a asistentei medicale.

Tentativele de identificare a unor biomarkeri citokinici detectabili in sangele periferic in
scopul monitorizarii eficacitdtii terapiei nu s-au soldat la ora actuald cu rezultate aplicabile in
practica clinicd. Astfel, chiar dacd au fost descrise diferente dintre persoanele sandtoase si bolnavii
de tuberculoza in nivelurilor serice a astfel de citokine precum IL-4, IL-6, INF-y, TNF-a, IP-10,
sensibilitatea si specificitatea in cazul aplicarii in scopul monitorizérii tratamentului sunt
suboptimale [217].

In contextul potentialilor biomarkeri de monitorizare a tratamentului trebuie amintite
unele proteine serice pentru care existd date ce demonstreaza corelarea dintre nivelurile proteice
si rezultatele terapiei. Astfel, in cazul proteinei C reactive exista publicatii care sugereaza asocierea
spitalizarii si a decesului la bolnavii de tuberculoza cu o reducere sub 55%, comparativ cu nivelul
initial, la termenul de 2 sdptdmani de la initierea tratamentului [218]. Date similare au fost
publicate pentru apolipoproteine si unele fractii ale complementului [219, 220]. La fel, exista
rapoarte privitor la capacitatea de discriminare dintre vindicare si riscul de recurentd a unor
semndturi proteomice (TNF-f, sIL-6R, IL-12p40 si IP-10) [221].

Abordarile metabolomice, in contextul monitorizarii terapeutice, sunt la etapa studiilor
de evaluare a dinamicii modificérilor metabolitilor pe parcursul tratamentului. Unele date existente

sugereaza potentialul rol al metabolitilor triptofanului [222].

1.6 Concluzii la capitolul 1

1. Pe parcursul ultimul deceniu atat la nivel international cat si in Republica Moldova s-
a inregistrat ameliorarea lent progresiva a celor mai importanti indicatori epidemiologici ai
tuberculozei (incidenta si mortalitatea). Cu toate acestea problema cazurilor de boala prin tulpini
MDR ale M. tuberculosis ramane a provocare majora pentru controlul eficient si atingerea

obiectivului de eliminare a tuberculozei.
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2. Diagnosticul infectiei tuberculoase latente (ITBL) la ora actuald rdmane a fi unul
imperfect, fiind lipsit de acuratetea necesard diferentierii diferitelor statute ale infectiei cu M.
tuberculosis (ITBL, tuberculoza activa, boala suportd), astfel ca identificarea de noi biomarkeri si
solutii tehnologice ramane un imperativ al cercetarilor la acest capitol.

3. In prezent paleta testelor microbiologice pentru confirmarea tuberculozei active si
testarea sensibilitdtii la medicamentele antituberculoase este una extrem de variata , incluzand atat
teste clasice precum microscopia si metodele pe baza de cultura, cat si o serie intreagd de teste
molecular-genetice. Cu toate acestea optimizarea tehnicilor de efectuare a metodelor clasice si
cresterea capacitatilor si acuratetei diagnostice a testelor moleculare ar putea contribui la
eficientizarea primelor si cresterea gradului de aplicabilitate in practica curentd a celor din urma.

4. Tratamentul tuberculozei la ora actuala se bazeaza pe o serie de principii bine definite
si verificate atat experimental cat si empiric, cu toate acestea reducerea duratei tratamentului atat
in tuberculoza sensibila cat si cea rezistenta, de rand cu identificarea de noi compusi si scheme
terapeutice mai eficiente pentru tratamentul tuberculozei MDR, sunt absolut necesare pentru a
asigura aderenta, toleranta medicatiei si vindecarea bolnavilor de tuberculoza.

5. In lipsa unor biomarkeri suficient de specifici monitorizarea si evaluarea eficacitatii
tratamentului antituberculos, in mare parte se bazeaza pe criterii microbiologice si de aderenta
terapeutica care permit doar concluzii indirecte privitor la eliminarea definitiva a infectiei cu M.
tuberculosis din organismului uman. Acest aspect impuna o duratd nediferentiata a tratamentului
antituberculos stabilitd mai mult empiric. Identificarea de biomarkeri mai specifici, iar in lipsa
acestora de criterii alternative de stabilire a vindecarii este un pas indispensabil in eficientizarea

tratamentului antituberculos.
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2. RASPUNSUL CITOKINIC SPECIFIC iN DIFERENTIEREA
STATUTELOR CLINICE ALE INFECTIEI CU M. TUBERCULOSIS

Interactiunea dintre M. tuberculosis si sistemul imun al organismului uman poate rezulta
in mai multe statute clinico-patogenetice precum: eliminarea infectiei, infectia tuberculoasa latenta
(ITBL) si tuberculoza activa cu sau fara manifestari clinico-imagistice [223]. Diferentierea dintre
aceste statute, prin intermediul unui test paraclinic cu acuratete diagnostica inaltd, ar permite
identificarea persoanelor eligibile pentru tratamentul preventiv al infectiei tuberculoase. Acesta
din urma are un impact demonstrat in reducerea morbiditatii si mortalitatii prin tuberculoza atat la
nivel populational cat si in grupurile cu risc sporit de imbolndvire [224]. In acelasi timp, testele
aplicate in prezent (TCT, IGRA) pentru diagnosticul ITBL nu ofera acuratetea diagnostica dorita
pentru diferentierea de tuberculoza activa. Astfel, identificarea de noi biomarkeri si tehnologii
alternative aplicabile pentru diferentierea statutelor clinice ale infectiei cu M. tuberculosis este
printre imperativele cercetarilor in domeniu. In acest context studiile prin citometrie in flux au
sugerat valoarea adaugata a aprecierii nu doar a raspunsului prin INF-y (determinat prin testele
IGRA), dar si a altor citokine precum IL-2 sau TNFa. Fiabilitatea si fezabilitatea aplicarii in
conditii clinice a acestor citokine ramane incertd. La fel, efectuarea citometriei in flux implica
manipulari laborioase si costuri frecvent prea mari pentru aplicarea in practica curentd, in special
in regiunile cu incidenti inalti a tuberculozei. In prezentul capitol sunt descrise rezultatele
aprecierii raspunsului citokinic prin INF-y si/sau IL-2 al celulelor mononucleare din sangele
periferic (CMSP) in diferentierea statutelor clinice ale infectiei tuberculoase apreciate prin tehnica

FluoroSpot bicolor (AID, Straberg, Germany).

2.1. Material si metoda

Inrolarea in studiu si examindrile de laborator aferente acestui compartiment al lucririi
au fost realizate in Clinica medicald si respectiv Laboratorul clinica bolilor infectioase ale
Centrului de cercetari din Borstel, Germania.

Raspunsul citokinic al CMSP a fost apreciat in 4 cohorte de persoane caracterizate printr-
un statut clinic diferit al infectiei cu M. tuberculosis: 1) persoane cu ITBL, 2) bolnavi cu
tuberculoza activa, 3) persoane cu anamneza de tuberculoza vindecatd, 4) persoane sanatoase.
Cohortele au fost definite in baza urmatoarelor criterii:

1. Persoane cu ITBL - persoane cu rezultat pozitiv al testului IGRA-EliSpot, la care a fost
exclusd tuberculoza activa in baza lipsei semnelor clinice, examenului radiografic al

cutiei toracice nesugestiv pentru tuberculoza si rezultat negativ al culturii din sputa;
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2. Bolnavi cu tuberculoza activa - pacienti cu tuberculoza pulmonard confirmata prin
rezultatul pozitiv al culturii sau al unui test molecular-genetic pe baza de PCR din sputa
sau dintr-un specimen bronhoscopic, indiferent de rezultatul testului IGRA-EliSpot;

3. Persoane cu tuberculoza vindecata - persoane cu anamneza documentata de tuberculoza
diagnosticata, tratata si vindecata;

4. Persoane sandtoase - persoane voluntare fara anamneza sau semne clinice si/sau
imagistice de tuberculoza si rezultat negativ al testului IGRA-EliSpot.

De la fiecare dintre participantii inclusi in studiu au fost colectate 20 ml de sange venos
periferic, in care a fost apreciat raspunsul citokinic al CMSP prin INF-y sau/si IL-2 la stimularea
cu antigenele micobacteriene specifice prin tehnicile FluoroSpot (AID, Stra8berg, Germania) si
IGRA-EliSpot (T-Spot. TB, Oxford Immunotec, Abingdon, Regatul Unit).

Rezultatele stimularii secretiei citokinice apreciate prin FluoroSpot au fost analizate in
scopul diferentierii dintre cele 4 statute clinice ale infectie tuberculoase, care caracterizeaza fiecare
dintre cohortele de studiu. In calitate de teste de referinti au fost considerate cultura la M.
tuberculosis - pentru tuberculoza activa si IGRA-EliSpot pentru ITBL. Persoanele sanatoase si
cele cu anamneza de tuberculoza vindecata au fost considerate in calitate de grupuri de control.
Acuratetea de diferentiere dintre statutele clinice ale infectiei tuberculoase a fost apreciatd prin
compararea numarului total de CMSP secretoare de INF-y" sau IL-2", numarului de CMSP
secretoare de ambele citokine IL-2 " TFN-y", precum si CMSP secretoare doar de o singura citokina

(IL-2* IFN-y sau IL-2" IFN-y").

Aprecierea raspunsului citokinic INF-y sau/si IL-2 al PMC

Raspunsul citokinic a fost apreciat prin stimularea CMSP izolate prin centrifugare cu
gradient de densitate Ficoll Hypaque (Biochrom, Berlin, Germany). Alicote perechi a cate 200.000
de celule per godeu au fost incubate peste noapte pe microplaci de 96 godeuri prefabricate, in 200
ul de RPMI 1640 (PAA Laboratoris GmbH, Pasching, Austria) imbogétit cu ser fetal bovin de 5%.
Pentru IGRA-EliSpot au fost utilizate placile T-Spot.TB (Oxford Immunotec Ltd., Abingdon,
Regatul Unit), iar pentru FluoroSpot au fost utilizate placile AID (Straberg, Germania).

In conformitate cu recomandarile producitorului incubarea tutor celulelor in plicile
FluoroSpot a fost efectuata cu adaugarea anticorpilor anti-CD28 (0,5 pg/mL, AID, Straflberg,
Germania). In calitate de control negativ au fot utilizate CMSP nestimulate. Pentru testul IGRA-
EliSpot drept control pozitiv au fost utilizate CMSP stimulate cu anti-CD3 (10ng/mL, clone X35,
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Germany), iar in cazul FluoroSpot CMSP au fost utilizat un
control pozitiv suplimentar - CMSP stimulate cu PWM (pokeweed mitogen, 5Spug/mL, Biochrom
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AG, Berlin, Bielefeld). In ambele teste, IGRA-EliSpot si FluoroSpot, stimularea PMC a fost
efectuata cu doi antigeni specifici M. tuberculosis - ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6
kDA) si CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10 kDA) in volum de 50 pl fiecare. Dupa 18 ore de
incubare procedeele de spélare si colorare au fost efectuate conform recomandarilor producétorilor
IGRA-EliSpot [225] si FluoroSpot [226].

Rezultatele ambelor teste, FluoroSpot si IGRA-EliSpot, au fost cuantificate cu
dispozitivul de citire AID EliSpot si software corespunzator. Numarul CMSP secretoare de
citokine a fost raportat ca numar de celule formatoare de puncte (CFP). Numarul de CFP
identificate in controlul negativ in fiecare caz a fost dedus din numarul de CFP observat in
godeurile stimulate cu antigeni specifici.

Testul FluoroSpot au fost considerat valid in cazul in care in controlul pozitiv anti-CD3
sau PWM au fost determinate nu mai putin de 50 CFP per godeu de IL-2" si nu mai putin de 50
CFP per godeu de INF-y" (dupa deducerea numarului de CFP inregistrate in controlul negativ), in
caz contrar rezultatul a fost considerat indeterminat. In cazul testelor valide, numarul de CEP din
godeurile stimulate cu ESAT-6 si CFP-10 (dupa deducerea CFP din controlul negativ) a fost
inregistrat si analizat ca numdr absolut pentru fiecare dintre citokine [226].

Rezultatele IGRA-EliSpot au fost considerate pozitive in caz de identificare per godeu a
cel putin 5 CFP dupa stimularea cu ESAT-6 si CFP-10 (dupa deducerea CFP din controlul
negativ), iar numarul total de CFP era cel putin dublu comparativ cu cel din controlul negativ.
Rezultatele IGRA-EliSpot au fost considerate negative daca ele nu au intrunit criteriile rezultatului
pozitiv si dacd numarul de CFP in controlul pozitiv nu a fost mai mare de 20 (dupa deducerea CFP
din controlul negativ) si era cel putin dublu comparativ cu cel din controlul negativ. Rezultatele
care nu au intrunit criteriile de rezultat pozitiv sau rezultat negativ au fost considerate

indeterminate [227].

Analiza statistica

Pentru analiza comparativa dintre grupurile de studiu a fost aplicat testul Mann-Whitney
(U), pentru variabilele nonparametrice perechi a fost aplicat testul Wilcoxon (Signed Rank).
Gradul de corelatie dintre IGRA-EliSpot si FluoroSpot a fost apreciat prin coeficientul R?, iar
pentru a aprecia gradului de corespundere a rezultatelor dintre cele doud teste a fost utilizat testul
Bland-Altman, 1n acest scop fiind calculate diferenta medie ((IGRA-EliSpot — FluoroSpot)/69) si
intervalele de corespundere de 95% (diferenta medie + 1,96 deviatia standard (DS)). Analiza ROC
a fost aplicatd pentru a aprecia valorile prag ale CFP secretorii de citokine secundar stimularii prin

ESAT-6 si CFP-10. Valoarea prag cu cea mai inalta sensibilitate si specificitate a fost determinata
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aplicand criteriul Youden. Statistic semnificative au fost considerate valorile p<0,05. Analiza
statistica a fost efectuatd in programul GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, California,

USA).

- Control negativ . - Stimulare CFP10 | - Stimulare ESAT6 | Control pozitiv |

INFIL2* INFIL2- INFIL2

Figura 2.1. A. Vizualizarea CMSP secretoare de INF-y in IGRA-EliSpot . B. Vizualizarea
celulelor secretorii de INF si/sau IL-2 in Flurospot; Vizualizarea aceluiasi godeu in filtru de
lumina rosie (marcaj fluorescent Streptavidin, petele fluorescente corespund celulelor
secretoare de IL-2, patratele verzi indica celule nesecretoase de IL-2) si in filtru de lumina
verde (marcaj flourescent FITC, petele fluorescente corespund celulelor secretoare de INF-
v, patratele rosii marcheaza celulele nesecretoare de INF-y); celulele vizualizate in ambele

filtre secreta atat IFN-y cat si IL-2 (marcate cu cercuri galbene in filtru de lumina verde).
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73 bolnavi inrolati

4 bolnavi
exclusi nonTB

A\ 4

69 persoane incluse in studiu

L

- semne clinice si - expunere TB - féra istoric si - istoric de TB
imagistice de TB - fara semne de TB semne de TB vindecat
- microbiologic TB activa - EliSpot IGRA - reactivarea
pozitiv - EliSpot IGRA negativ exclusa
TB ITBL Sanatosi TB vindecat

E C E C

w__ee A

Figura 2.2 Identificarea si distribuirea subiectilor cercetirii in cohortele analizate in baza
rezultatelor culturii la M. tuberculosis, testului IGRA-EliSpot si amanezei. E - ESAT-6, C —
CFP-10, patrat verde - test IGRA-EliSpot negativ, patrat albastru - test IGRA-EliSpot

pozitiv.
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2.2 Rezultatele aprecierii raspunsului citokinic

In studiu fost incluse 73 de persoane, dintre care 4 bolnavi, initial diagnosticati cu
tuberculoza, au fost exclusi datorita stabilirii ulterioare a unui diagnostic alternativ (2 bolnavi -
cancer bronho-pulmonar, 1 bolnav - pneumonie bacteriand, 1 bolnav - infectie pulmonarda
diseminata cu M. caprae). Dintre cele 69 de persoane incluse in analiza finala 25 au corespuns
criteriilor de includere in cohorta ITBL, 18 - cohorta bolnavilor cu tuberculoza activa, 10 - cohorta
cu tuberculoza vindecatd, 16 - cohorta persoanelor sanatoase. Caracteristicele demografice si cele
ale statului ITBL apreciate prin IGRA-EliSpot a persoanelor analizate in studiu sunt detaliate in

figura 2.1 si tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Caracteristicile demografice ale subiectilor cercetarii

TB . EB ¢ ITBL Sanatosi
n=1g | Ynaecea n=25 n=16 p
n=10
Varsta (media + DS) 448432 | 589449 | 46,0£2,04 | 455+3,07 >0,05
Sex (b/f) 12/6 73 16/9 7/9 >0,05

TB - tuberculoza, ITBL - infectia tuberculoasa latenta, b - masculin, f - feminin, n -
numarul de cazuri, DS - deviatia standard.

Dintre toate persoanele diagnosticate cu tuberculoza activa (n=18) doar una a avut cultura
sputei la M. tuberculosis negativa. In cazul acestui bolnav diagnosticul de tuberculozi s-a bazat pe
rezultatul pozitiv al testului PCR si rezultatul pozitiv al culturii la doua alte persoane diagnosticate
in acelasi domiciliu cu bolnavul inclus 1n studiu. Toti bolnavii cu tuberculoza activa au avut testul
IGRA-EliSpot pozitiv cel putin la stimularea cu unul dintre antigenii specifici aplicati (ESAT-6,
CFP-10) (Figura 2.1). Treisprezece dintre acesti bolnavi au avut rezultat pozitiv IGRA-EliSpot la
stimularea cu ambii antigeni, 4 bolnavi au raspuns doar la CFP-10, iar unul a fost pozitiv doar la
stimularea cu ESAT-6.

In cazul persoanelor cu tuberculozi vindecati (n=10) una a avut rezultat negativ IGRA-
EliSpot la stimularea atat cu CFP-10 cat si cu ESAT-6, in timp ce 6 persoane au raspuns la ESAT-
6, iar altele 8 la CFP-10.

In cohorta ITBL 24/25 de persoane au avut raspuns pozitiv IGRA- EliSpot la stimularea
cu ESAT-6 si 22/25 un raspuns pozitiv la CFP-10. Toate 16 persoane din cohorta de sanatosi au

avut un raspuns IGRA-EliSpot negativ.
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In mod previzibil aprecierea izolata prin IGRA-EliSpot a INF-y indus fie prin stimularea
cu ESAT-6 fie prin CFP-10 nu a permis diferentierea dintre statutele clinice ale infectiei

tuberculoase 1n cohortele analizate (Figura 2.2).

2.3 Concordanta dintre IGRA-EliSpot si FluoroSpot

Pentru a aprecierea gradul de concordantd dintre aprecierea raspunsului citokinic
determinat prin IGRA-EliSpot si cel determinat prin FluoroSpot, a fost comparat numarul total de
CMSP secretorii de INF-y ale aceleasi persoane masurat prin ambele tehnici diagnostice.

Compararea numarului de CMSP INF-y" apreciat prin cele doua teste la bolnavii cu
tuberculoza activa a evidentiat diferente la limita semnificatiei statistice (ESAT-6 p=0,044, CFP-
10 p=0,039, Figura 2.3, 2.4). in cazul persoanelor cu tuberculozi vindecati si a celor sinitoase
nu au fost evidentiate diferente dintre cele doud metode de testare. La persoanele cu ITBL s-a
observat un numar semnificativ mai mic de CMSP INF-y" indus prin stimularea cu ESAT-6 la
aprecierea prin FluoroSpot comparativ cu cea prin IGRA-EliSpot.

Analiza corelationald a numarului de CMSP INF-y" indus la stimularea cu ESAT-6 sau
CFP-10 a evidentiat o concordantd moderatd dintre rezultatele obtinute prin IGRA-EliSpot versus
FluoroSpot, respectiv R*=0,67, p< 0,0001 si R*=0,73, p< 0,0001 (Figura 2.5).

Analiza gradului de corespundere dintre cele doua teste prin analiza Bland-Altman a
evidentiat o subestimare usoard a numarului de CMSP INF-y" la aplicarea FluorSpot. Diferenta
medie in numarul de CMSP INF-y" induse de ESAT-6 fiind de 5,25 CMSP (DS +23,82), iar in
cazul celor induse de CFP-10 6,98 (DS £39,7), rezultatele IGRA-EliSpot si FluroSpot avand o
distributie larga (intervalul de corespundere de 95% pentru ESAT-6 = 41,43 - 51,94, pentru CFP-
10 = 70,84 - 84,80), variabilitatea diferentelor crescand o datd cu numarul de CMSP detectate
(Figura 2.6).
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Figura 2.3. Rezultatul testarii prin IGRA-EliSpot in grupurile analizate obtinute la
stimularea cu ESAT-6 (A) si CFP-10 (B). Este prezentat numarul de celule mononucleare
din sangele periferic (CMSP) secretoare de INF-y exprimate prin numirul celulelor
formatoare de puncte (CFP) a fiecirui participant in studiu din grupurile analizate si
mediana numéarului CFP per grup (linia orizontala). Valorile p> 0,05 nu sunt indicate.

ITBL - infectia tuberculoasa latenta.
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Figura 2.4. Compararea rezultatelor IGRA-Elispot si Fluorospot obtinute la
stimularea cu ESAT-6 (A) si CFP-10 (B). Sunt comparate numirul de celule
mononucleare din sangele periferic (CMSP) secretoare de INF-y exprimate prin
numirul celulelor formatoare de puncte (CFP) a fiecirui participant in studiu din
grupurile analizate prin ambele teste. Valorile p> 0,05 nu sunt indicate. ITBL - infectia

tuberculoasa latenta.
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Figura 2.5. Analiza corelationala a rezultatelor testarii prin IGRA-EliSpot si Fluorospot
obtinute la stimularea cu ESAT-6 (A) si CFP-10 (B). Au fost corelate numarul de celule
mononucleare din singele periferic (CMSP) secretoare de INF-y apreciate prin ambele

teste la fiecare dintre participantii studiului (n=69).
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Figura 2.6. Concordanta dintre rezultatele testirii prin IGRA-EIliSpot si Fluorospot
(analiza Bland-Altman) la stimularea cu ESAT-6 (A) si CFP-10 (B). Contrapuse numarul

de celule mononucleare din singele periferic (CMSP) secretoare de INF-y apreciat prin

ambele teste la fiecare dintre participantii studiului (n=69).
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2.4 Aprecierea prin FluoroSpot a raspunsului IL-2 si INF-y indus de ESAT-6

Determinarea prin sistemul FluoroSpot a citokinelor induse prin stimularea cu ESAT-6 a
evidentiat un numdr mai mare de CMSP secretoare de IL-2 la bolnavii de tuberculoza si persoanele
cu ITBL, de cét cel la persoancle sianatoase respectiv mediana 9,5 CFP/200.000 CMSP versus 2
CFP/200.000 CMSP, p=0,001 si 4 CFP/ 200.000 CMSP versus 2 CFP/200.000 CMSP, p=0,02,
(Figura 2.3 A).

Numarul CMSP secretoare de INF-y a fost semnificativ diferit la bolnavii de tuberculoza
sau la persoanele cu ITBL comparativ cu sdnatosii respectiv mediana 18,5 CFP 200.000 CMSP
versus 1 CFP/200.000 CMSP, p<0,0001 si 6 CFP/200.000 CMSP versus 1 CFP/200.000 CMSP,
p=0,0003, (Figura 2.3 B).

Unicul subset de CMSP pentru care au fost evidentiate diferente semnificative dintre
bolnavii de tuberculoza si persoanele cu ITBL la stimularea cu ESAT-6 au fost cele cu profil
secretor de tip IL-2" IFN-y", mediana 13 CFP/ 200.000 CMSP versus 5 CFP/ 200.000 CMSP,
p=0,0136, (Figura 3.2 D). La fel, numarul CMSP IL-2" IFN-y" este mai mare la bolnavii de
tuberculoza comparativ cu cel la persoanele cu anamnestic de tuberculoza vindecata, dar fara
semnificatie statisticd, mediana 13 CFP/200.000 CMSP versus 6 CFP/ 200.000 CMSP, p=0,095,
(Figura 3.2 D).

In cazul CMSP secretorii de ambele citokine IL-2*IFN-y" diferente semnificative au fost
evidentiate doar intre persoanele cu anamneza de tuberculoza vindecata si cele sanatoase (mediana
2,5 CFP/200.000 CMSP versus 0 CFP/200.000 CMSP, p=0,007, Figura 2.3 E).

In contextul diferentelor in profilul de secretie a IL-2 si IFN-y intre grupurile analizate,
enumerate mai sus, trebuie mentionat faptul ca suprapunerile observate in expresia tuturor celor 5
pattern-uri citokinice in cohortele analizate nu ar permite diferentierea statului clinico-imunologic
al infectiei tuberculoase in cazul pacientului individual 1n practica clinica.

Compararea ratei fiecarui tip de CMSP cu un anumit profil de secretie al citokinelor
analizate (IL-2" IFN-y", IL-2"IFN-y" si IL-2" IFN-y") nu a evidentiat diferente semnificative intre
bolnavii de tuberculoza si persoanele cu ITBL sau cele cu anamneza de tuberculozd vindecata

(Figura 2.3 F).

2.5 Aprecierea prin FluoroSpot a raspunsului IL-2 si INF-y indus de CFP-10
In cazul aprecierii raspunsului citokinic indus de stimularea cu CFP-10 s-au observat
diferente semnificative in numarul de CMSP cu profil secretor IL-2" IFN-y" intre persoanele cu

anamneza de tuberculoza vindecata in comparatie cu cel la bolnavii de tuberculoza, (mediana 3

78



CFP/200.000 CMSP versus 15,5 CFP/200.000 CMSP, p=0,007) si cel la persoanele sdnatoase
(mediana 3 CFP/200.000 CMSP versus 0 CFP/ 200.000 CMSP, p=0,01, Figura 2.3 D).

Numarul total de celule secretorii de INF-y+ precum si a celor IL-2" IFN-y" si IL-2" IFN-
v" la persoanele cu ITBL sau cele sandtoase a fost mai mic decat la bolnavii de tuberculoza,.

La fel, numarul total de CMSP secretoare de IL-2+, de rand cu cel al celor cu profil
citokinic IL-2" IFN-y™ la persoanele sandtoase a fost mai mic comparativ cu cel la bolnavii de
tuberculoza.

Compararea ratelor CMSP cu diverse profiluri citokinice aratd o dominare a CMSP IL-2"
IFN-y" in tuberculoza activa, versus o distributie aproximativ egald a IL-2" IFN-y", IL-2" IFN-y" si
IL-2" IFN-y" la persoanele cu anamneza de tuberculoza si rata crescutd a CMSP IL-2" IFN-y la

persoanele cu ITBL (Figura 2.3 F).

2.6 Acuratetea diagnostica totali a testelor IGRA-EliSpot si FluoroSpot

Compararea curbelor ROC ale testelor IGRA-EliSpot si FluoroSpot au evidentiat ca
raspunsul total INF-y" discrimineaza cel mai efectiv dintre staturile clinice de ale infectiei cu M.
tuberculosis - ITBL, tuberculoza activa, tuberculoza vindecatd si sdnatosi (Figura 2.4, Tabelul
2.2). La valoarea prag mai mare de 16 CFP/ 200.000 CMSP secretoare de INF-y" prin stimularea
cu CFP-10, la bolnavii cu tuberculoza activa, a fost demonstratd sensibilitatea de 76% si
specificitatea de 89% (AUC 0,795, 95%I1 0,680-0,882). Rezultate similare au fost observate
pentru FluoroSpot la o valoare prag mai mare de 5 CFP/ 200.000 CMSP secretoare de INF-y" la
stimularea cu ESAT-6 (AUC 0,751, 95%]I1 0,632-0,847, sensibilitatea 59%, specificitatea 89%) si
la valoarea prag de peste 6 SFC/200.000 PBMC cu profil citokinic IL-2TFN-y" la stimularea cu
ESAT-6- (AUC 0,77, 95%]I1 0,653-0,862, sensibilitatea 72%, specificitatea 76%). La o valoare
pese 12 CFP/200.000, care se prezinta drept optima pentru CMSP secretoare de IL-2+ indusa de
CFP-10, sensibilitatea si specificitatea au constituit 82% si 67% (AUC 0,724, 95%]I1 0,603-0,825).

Astfel, aprecierea numarului celulelor secretoare IL-2" dar nici a celor secretoare de INF-
y" nu permite diferentierea cu o acuratete suficientd, dintre bolnavii de tuberculoza activa,

persoanele cu ITBL, cele cu anamnestic de tuberculoza vindecata si persoanele sanatoase.
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Figura 2.7. Rezultatul testarii prin Fluorospot in grupurile analizate obtinute la stimularea
cu ESAT-6 si CFP-10. Este prezentat numarul total de celule mononucleare din singele
periferic (CMSP) secretoare de IL-2 indiferent de profilul secretor de INF-y (A) si numéarul
total al celor secretoare de INF-y indiferent de profilul secretor de IL-2 (B), exprimate prin
numairul celulelor formatoare de puncte (CFP) a fiecirui participant in studiu din
grupurile analizate si mediana numarului CFP per grup (linia orizontald). Valorile p> 0,05

nu sunt indicate. ITBL - infectia tuberculoasa latenta.
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Figura 2.8. Rezultatul testarii prin Fluorospot in grupurile
analizate obtinute la stimularea cu ESAT-6 si CFP-10. Este
prezentat numirul de celule mononucleare din singele
periferic (CMSP) secretoare de IL-2*INF-y"(A), IL-2'INF-
v*(B), IL-2"INF-y* (C), exprimate prin numarul celulelor
formatoare de puncte (CFP) a fiecarui participant in studiu
din grupurile analizate si mediana numarului CFP per grup
(linia orizontali). Valorile p> 0,05 nu sunt indicate. ITBL -

infectia tuberculoasi latenta.
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Figura 2.9. Rezultatul testérii prin Fluorospot in grupurile analizate obtinute la stimularea cu ESAT-6 si CFP-10. Este prezentata

rata fiecirui tip de limfocite T dupi pattern-ul secretiei citokinice IL-2 INF-y*, IL-2*INF-y, IL-2*INF-y* in grupurile de pacienti

analizate: TB — bolnavi de tuberculozi, TB vindecata - tuberculoza vindecata, ITBL — infectie tuberculoasa latenta.
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Figura 2.10. Analiza ROC a performantelor diagnostice a aprecierii fenotipului secretor IL-2 INF-y al limfocitelor T din singele

periferic in diferentierea bolnavilor cu tuberculoza activa de cei cu infectie tuberculoasa latenta si cei cu tuberculoza vindecata
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Tabelul 2.2. Performanta IGRA-EliSpot si FluoroSpot de a diferentia tuberculoza activa, ITBL si tuberculoza vindecata.

CFP

V;‘;’;gre Sen(s;l;i‘}/i:?it)e 7 Spe(csi»isi‘f/i(,t?it)e 7 (92‘1;,}) (9§*>I/f,-ﬁ) AUC (95%ID)
|GRA. | ESAT-6 | TFN-y' total >33 444 (21,5-69.2)| 882 (76,1-95,6) | 3,78 (1,5-9.4) | 0,63 (0,4-1,0) | 0,68 (0,56-0,79)
ELiSpot | cpp10 | TFN-y" total >16 88,9 (65,3-98,6)| 76,5 (62,5-87.2,) | 3,78 (2.2-6.4) | 0,15 (0,04-0,5) | 0,79 (0,68-0,88)

IL-2* total S4 (72,2 (46,5-90,3)| 70,6 (56,2-832,5 | 2,46 (1,5-4,1) | 0,39 (0,2-0.8) | 0,64 (0,52-0,75)

IL-2* /IFN-y >3 | 444 (21,5-69.2)| 74,55 (60,4-85,7)| 1,74 0,93,5) | 0,75 (0,5-12) | 0,59 (0.47-0,71)

ESAT-6 | TFN=y" total >5 (88,9 (65,3-98,6)| 58,8 (44,2-72,4) | 2,16 (1,5-3,1) | 0,19 (0,05-07) | 0,75 (0,63-0,84)
IL-2/TFN-y" >6 |72, (46,5-90.3)| 66,7 (52,1-79.2) | 3,07 (1,7-54) | 0,36 (0,2-0.8) | 0,77 (0,65-0,86)

Fluore L2 IFN=y' | >3 |61,1 (35,7-82,7)| 72,5 (58,3-84,1) | 2,23 (1,2-4,0) | 0,54 (03-1,0) | 0,64 (0,52-0,75)
Spot IL-2" total >12 |66,7 (41,0-86,7)| 82,4 (69,1-91,6) | 3,78 (1,9-7.4) | 0,40 (0,2-0.8) | 0,72 (0.60-0.82)
IL-2* /TFN-y" S0 (88,9 (65,3-98,6)| 31,1 (19,1459) | 13 (1,0-1,7) |035(0,09-1.4)| 0,59 (0,46-0,70)

CFP-10 | TFN-y" total 6 83 (59-96) 67(52-79) | 25(1,63.9) |0.25(0,09-0,7)| 0,73 (0.61-0,83)
IL-2/TFN-y" 55 (83,3 (58,6-96.4)| 74,5 (60,4-85,7) | 3,27 (2,0-5,5) | 0,22 (0,08-0,6) | 0,74 (0,63-0,84)

IL2°IFN=y' | >1 [88,9 (65,3-98,6)| 58.8 (44,2-72,4) | 2,16 (1,5-3,1) | 0,19 (0,05-07) | 0,75 (0,63-0,84)

LR+ — raportul de probabilitate pentru un test pozitiv; LR- — raportul de probabilitate pentru un test negativ; 95%II — intervalul de incredere a

de 95%
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2.7 Sinteza si interpretarea rezultatelor aprecierii profilului citokinic INF-y IL-2

Acest studiu a evaluat valoarea addugata a aprecierii IL-2 secretate de limfocitele T din
sangele periferic in depasirea neajunsurilor testelor IGRA aplicate pentru discriminarea dintre
diferite staturi clinice la infectie tuberculoase. Rezultatele obtinute au demonstrat un raspuns
citokinic diferit al limfocitelor T la stimularea cu antigenele specifice ESAT-6 si CFP-10 la
persoanele cu ITBL, bolnavii de tuberculoza si persoanele vindecate de tuberculozi. In acelasi
timp, variabilitatea raspunsului citokinic la nivelul persoanelor din acelasi grup (caracterizate prin
acelasi statut al infectiei tuberculoase) face dificild discriminarea inechivocad dintre grupurile
analizate. Sensibilitatea si specificitatea maximad pentru diagnosticul tuberculozei active a fost
observatd in cazul raspunsului IFN-y" apreciat prin IGRA-EliSpot. Aprecierea subpopulatiilor
limfocitare secretoare de IL-2°, INF", IL-2" INF", prin FluoroSpot nu a oferit 0 mai buni
diferentiere dintre statusurile clinice ale infectiei cu M. tuberculosis.

In contextul datelor obtinute trebuie remarcat gradul inalt de concordanta dintre numarul
CMSP secretorii de IFN-y" determinat prin FluoroSpot si cel prin IGRA-EliSpot, confirmat si in
alte studii de comparare a celor doud tehnici diagnostice [228]. Din punct de vedere metodologic
costimularea CDog pe parcursul incubarii peste noapte nu a determinat un numarul crescut al
raspunsurilor pozitive de fondal (CFP in probele de control negativ), iar numarul general de CFP
determinat prin FluoroSpot a fost inferior celui prin IGRA-EliSpot. Analiza ROC a determinat
numarul de 6 CMSP secretorii de IFN-y" si IL-2" IFN-y" drept valoare prag pentru diferentierea
dintre tuberculoza activa si ITBL sau boala vindecatd. Aceastd valoare este sub valoarea de 10
CFP recomandata de producator pentru a considera raspunsul citokinic pozitiv in FluorSpot.

Tehnica FluoroSpot permite detectare concomitentd la nivelul uneia si aceleasi celule
secretia de IL-2 si IFN-y diferentiind trei subpopulatii limfocitare cu fenotipuri citokinice diferite
- IL-2"TFN-y™ IL-2'TFN-y", IL-2'TFN-y". Acestea corespund la 3 stadii diferite de diferentiere a
limfocitelor T, respectiv limfocite T memorie centrale, limfocite T memorie efectorii si limfocite
T diferentiate [229]. Aprecierea acestor populatii limfocitare prin FluoroSpot a evidentiat un nivel
semnificativ mai mare al limfocitelor IL-2TFN-y" la bolnavii de tuberculoza in comparatie cu cei
cu ITBL si cei vindecati de tuberculozd, fapt care confirma rezultate obtinute anterior prin
citometriec in flux [230, 231]. Cu toate acestea suprapunerile semnificative in distributia
rezultatelor in grupurile studiate, nu ar permite diferentierea statutului clinic al infectiei cu M.
tuberculosis in fiecare caz imparte in practica clinica. Prin analiza ROC a fost stabilitd valoarea
prag a limfocitelor T secretorii de INF-y" mai mare de 16 CFP/200.000 CMSP ca marker sugestiv

pentru infectia tuberculoasa activa cu o sensibilitate de 89% si specificitate de 76%. In practica
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clinicd aceasta ar insemna ca un rezultat mai mic de 16 CFP/200.000 CMSP exclude tuberculoza
activa, cu o rata de 24% de rezultate fals pozitive printre persoanele cu ITBL sau cel cu tuberculoza
vindecatad. Astfel, diferentierea statutelor clinice ale infectiei cu M. tuberculosis prin IGRA-
EliSpot sau FluoroSpot in CMSP ramane suboptimala.

Rezultatele altor studii conform cérora raspunsului imun limfocitar la persoanele care
controleaza eficient infectia cu M. tuberculosis (cele cu ITBL sau cele cu tuberculoza vindecata)
este dominat de celule cu pattern citokinic IL-2'TFN-y" sau IL-2"TFN-y nu a fost confirmate in
prezentul studiu [10, 226, 230, 232]. In acelasi timp, chiar si datele anterior publicate, la care ne-
am referit, nu sunt inechivoce. Astfel, unii autori raporteaza o diferentiere netd dintre persoanele
cu tuberculoza activa, cele cu ITBL si cele vindecate in baza celulelor cu profil citokinic IL-2"
IFN-y", la stimularea cu derivatul proteic purificat (PPD, tuberculina), insa similar cu rezultatele
noastre aceasta concluzie nu este reproduca la stimularea cu ESTA-6 si CFP-10 [232]. Cu toate
acestea in alte cazuri stimularea prin ESAT-6 si CFP-10 a permis diferentierea staturilor clinice
studiate [10, 231]. Explicatia cea mai la suprafatd a acestor discrepante vine din diferentele
procedurilor de laborator aplicate printre care: tehnologia de citire a rezultatelor (citometrie in flux,
IGRA-ELISA, IGRA-EliSpot, FluroSpot ), diverse kituri de antigeni si protocoale de procesare si
incubare a probelor [233]. La fel, diferentele observate ar putea fi determinate de un grad diferit
de expunere la micobacterii (in regiunile cu incidenta inaltd a infectiei comparativ cu cele cu
incidentd joasd), diferente in incarcatura bacteriand la persoanele cu tuberculoza activa, astfel ca
statutul microscopic pozitiv se asociaza cu reducerea raspunsului policitokinic limfocitar [234]. In
plus variatiile ar putea fi determinate de diferente n potenta raspunsului imun la diferite persoane.
In tentativa de a minimaliza acest factor in prezentul studiu fiecare patern de raspuns citokinic a
fost exprimat ca proportie a intregului spectru de pattern-uri citokinice apreciate (IL-2 TFN-y", IL-
2TFN-y", IL-2'TFN-y"). In una dintre publicatiile similare, aceast abordare a permis imbunitatirea
puterii de discriminare dintre diversele statute clinice al infectiei tuberculoase, rezultat care nu a
fost reprodus si in prezenta lucrare [226].

Interpretarea datelor prezentate in acest subcapitol trebuie facuta prin prisma a doua limite
importante, care nu au putut fi depasite la momentul realizarii studiului. Prima este datad de
imposibilitatea aprecierii rdspunsului IL-2 si prin tehnica IGRA-EliSpot, iar ce de a doua - de
neaprecierea raspunsului citokinic si prin stimularea cu PPD, fapt care ne-ar permite o comparare

mai buna cu rezultatele publicate in alte lucrari de acest tip.
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2.8 Concluzii la capitolul 2
1. Corelarea rezultatelor aprecierii in sangele periferic a raspunsul citokinic celular
(secretia de IFN-y) la stimularea cu antigene micobacteriene specifice prin IGRA-EliSpot si

Fluorospot a pus in evidenta o concordanta bund a rezultatelor determinate prin ambele tehnici.

2. Nivelul limfocitelor T cu profil citokinic IL-27TFN-y", este crescut la bolnavii cu
tuberculoza activa comparativ cu persoanele cu ITBL sau cele cu tuberculoza vindecata si acesta

poate fi usor si cu o acuratete 1nalta determinat prin FluoroSpot.

3. O diferentiere mai bund intre statusurile infectiei tuberculoase apreciate in baza
profilului secretor al limfocitelor T (IL-2'TFN-y", IL-2'TFN-y, IL-2"TFN-y") din sangele periferic

a fost observat la stimularea cu antigenul specific CFP-10 comparativ cu ESAT-6.

4. Aprecierea concomitentd a profilului secretor IL-2 INF-y al limfocitelor T din sangele
periferic (IL-2 TFN-y", IL-2"TFN-y, IL-2"TFN-y") atat in valoare absoluta cat si relativa nu permite

o discriminare fiabild a statusurilor ale infectiei tuberculoase in practica clinica.
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3. OPTIMIZAREA DIAGNOSTICULUI MICROSCOPIC AL INFECTIEI
TUBERCULOASE

Chiar si in era tehnicilor molecular genetice de diagnostic al infectiei cu M. tuberculosis
microscopia continud a fi o metoda pe larg utilizatd atat in stabilirea diagnosticului cat si in
monitorizarea microbiologica a eficacitatii tratamentului. Efectuarea examinarile microscopice de
calitate este laborioasd implicand timp si personal de laborator calificat. Aceasta face ca volumul
mare de examindri microscopice frecvent sa constituie o provocare importantd in laboratoarele de
nivel secundar sau tertiar, personalul carora ar trebui sa fie implicat prioritar in examindrile pe
bazi de cultura sau testele molecular genetice complexe. In acest context aplicarea tehnologiilor
automatizate (robotizate) de citire a rezultatelor microscopiei, ar putea asigura examinarea unui
numar mare de frotiuri cu implicarea unui numar minimal de personal. Aceasta poate contribui la
eficientizarea examenului microscopic atat la nivelul laboratoarelor de nivel secundar si tertiar,
precum si in cele de la nivelul primar (prin citirea la distantd a imaginilor digitale a frotiurilor
obtinute in cabinetele de microscopie). Un astfel de sistem de citire automatizata a frotiurilor in
coloratie cu auramind examinate prin microscopie LED (ultrabright light emitting diode) este
sistemul Fluorobot (ConsultASK Ltd., Budapesta, Hungaria). In acest capitol sunt prezentate
rezultate evaluarii acuratetei de detectare a bacililor acido-alcoolo rezistenti in frotiurile de sputa

la examinarea prin Flurorbot la persoanele suspecte de tuberculoza.
3.1 Material si metoda

Mediul de realizare a cercetarii

Pentru realizarea obiectivului propus a fost realizat unui studiu prospectiv de apreciere a
acuratetei diagnostice a sistemului Fluorobot in probele de sputd colectate de la bolnavii cu
afectiuni respiratorii examinati in clinica Institutului de ftiziopneumologie ~Chiril Draganiuc”
(IFP) Chisinau, Republica Moldova. Examenul microbiologic al probelor de sputa a fost efectuat
in Laboratorul national de referintd de In micobacteriologia tuberculozei (LNR) din aceeasi
institutie. IFP este o institutie medicala de nivel tertiar, care serveste in calitate de centru de
referintd pentru bolnavii cu boli respiratorii din intreaga republica, iar LNR este un laborator de
referintd pentru sistemul de diagnostic microbiologic al tuberculozei din Republica Moldova. LNR
efectueaza spectrul deplin de investigatii microbiologice pentru M. tuberculosis pentru bolnavii
consultati in IFP, precum si servicii de sputocultura si sensibilitate la medicamente pentru bolnavii
examinati in municipiul Chisinau, raionale din zona de sud si o parte dintre raioanele din zona de

centru a Republicii Moldova.
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Colectarea si procesarea probelor de sputd

Colectarea probelor de sputa a fost realizata ca parte integrald a procedurilor de rutina de
colectare a sputei din IFP. Astfel, in cadrul studiului au fost analizate probele de sputa colectate
consecutiv de la toti pacientii adulti examinati cu simptome respiratorii in cadrul IFP in perioada
septembrie - decembrie 2016. In cadrul studiului au fost analizate probele de sputi examinate in
scop diagnostic, cele colectate in scop de monitorizare a tratamentului antituberculos nu au fost
parte a acestei cercetari. Specimenele biologice altele decat sputa nu au fost incluse in studiu.

Anterior procesarii ulterioare probele de sputd receptionate la LNR a fost supuse
decontaminarii (metoda NALC-NaOH) in conformitate cu procedura standard in vigoare [235].
Din sedimentul sputei procesate au fost pregatite si colorate cu auramina frotiurile care au fost
supuse examindrii microscopice ulterioare. Sedimentul restant din sputa procesatd din fiecare
proba a fost utilizat pentru culturd pe mediu lichid (BACTEC MGIT 960; BD, Sparks, MD) si
solid (Lowenstein-Jensen). Cultura sputei a fost utilizata in calitate de standard de referinta pentru
determinarea acuratetei diagnostice a examindrii microscopice (manuald si robotizatd). Proba a
fost considerata cu cultura pozitiva daca cel putin una dintre culturi fie lichida fie solida a fost
pozitiva. Probele de sputd cu culturi contaminate sau incerte au fost excluse.

Frotiurile pentru microscopia fluorescenta si cultivarea pe mediile lichide si solide au fost
efectuate in conformitate cu procedurile operationale standard ale LNR [90, 235], care corespund
recomandarilor Global Laboratory Initiative [236]. Confirmarea M. tuberculosis in culturile
pozitive a fost efectuatd prin demonstrarea bacililor acid-alcoolo rezistenti in coloratiei Ziehl-

Neelsen si testul rapid la antigenul MPT64 (BD Microbiology systems, Sparks, USA).

Examinarea microscopica a frotiurilor de sputa

Fiecare dintre frotiurile analizate a fost examinat de catre un microscopist experimentat
(cu experienta de peste 30 de ani ) precum si cu ajutorul Fluorobot-ului. Initial examinarea a fost
efectuata de catre microscopist, fara cunoasterea rezultatelor citirii prin Fluorobot.

La examinarea manuald lamelele au fost examinate cu marirea x20, iar la examinarea prin
Fluorobot cu marirea x26, in ambele cazuri nefiind aplicatd emersiunea cu ulei. Frotiurile au fost
gradate in +/-, 1+, 2+ si 3+ in conformitate cu recomandarile Global Laboratory Initiative [236].
Toate frotiurile gradate ca +/- la citirea manuald au fost evaluate suplimentar de un al doilea

microscopist, iar rezultatul examinarii in cazurile divergente a fost decis prin consens.
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Caracteristicile Fluorobotului

Fluorobotul reprezinta un sistem computerizat de examinare microscopica care poseda un
sistem integrat de citire si detectare a bacililor acido-alcoolo rezistenti in frotiurile colorate cu
auramind (Figura 3.1). Examinarea frotiurilor prin Fluorobot include urmatoarele etape
consecutive: a) autofocusre; b) obtinerea imaginilor; c) filtrarea imaginilor; d) setarea numarului
de campuri care urmeaza sa fie vizualizate. Numarul prestabilit de campuri vizualizate este de 100
(cu mdrirea x26), aceasta corespunde cu o suprafatd de 2 mm? [237]. Conform acelorasi
recomandari in cazul unui numdar de bacili acido-alcoolo rezistenti in frotiul examinat ce
corespunde gradatiei 2+ citirea este opritd la 40 de campuri vizuale, iar in caz de 3+ la 20; e)
detectarea campurilor vizuale de interes (CVI); f) determinarea parametrilor morfologici; g)
clasificarea CVI identificate in baza algoritmilor de deep learning algorithm insusiti in baza unei
colectii de 100.000 de frotiuri microscopice pozitive si un numar similar de frotiuri negative.

Sistemul Fluorobot utilizeazd lamele oferite de producator Consultask Ltd, care au
marcaje speciale care permit autofocusarea, in special in cazul frotiurilor negative. Frotiurile cu 0-
1 bacili in CVI sunt considerate negative, iar frotiurile pozitive sunt gradate +/- (2-9 bacili per
CVI), 1+ (10-99 bacili per CVI) 2+ (100-1000 bacili per CVI), 3+ (mai mult de 1000 bacili per
CVI).

Analiza statistica

Analiza statistica pentru aceastd parte a lucrarii a fost efectuatd cu ajutorul programului
MedCalc Statistical Software versiunea 19.0.5 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2019).

Parametrii de acuratetd diagnosticd (sensibilitatea, specificitatea, valoare predictiva
negativa, valoarea predictiva pozitiva, raportul de probabilitate pentru un test pozitiv si raportul
de probabilitate pentru un test negativ) au fost raportate cu intervalele de incredere de 95%
(95%I1). Performantele examinarii manuale si prin Fluorobot a frotiurilor de sputi a fost comparate
prin contrapunerea ariilor de sub curba (AUC) in analiza ROC. Concordanta dintre rezultatele
Flurobotului si a examinarii manuale a fost mdsuratd prin procentul diferentelor simetrice dintre
doua rezultate gradate pozitiv sau negativ, definita ca proportia de divergenta si rata de discrepanta
majord (mai mult de un grad diferentd) dintre gradatiile de acelasi rang (negativ, +/-, 1+, 2+, 3+)

obtinute prin cele doua metode.
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Figura 3.1. A. Fluorobot dispozitiv pentru examinarea automatizata a frotiurilor
pentru examenul microscopic colorate fluorescent cu auramina. B. Vizualizarea frotiurilor

cu diferit grad de pozitivitate in coloratie fluorescenta
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588 probe de probe biologice, colectate in

scop diagnostic

A 4

- 136 specimene non-sputa
- 7 cultura nedisponibila
- 23 cultura contaminata

422 probe incluse in analiza

80 cultura pozitiva

56 Fluorobot
pozitive

24 Fluorobot
negative

342 cultura negativa

62 Fluorobot
pozitive

280 Fluorobot
negative

Figura 3.2. Identificarea si selectarea probele de sputa analizate in studiu
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3.2 Caracteristica probelor analizate

In cadrul studiului au fost receptionate de citre LNR 997 de specimene biologice. Dintre
acestea 588 au fost obtinute in scop diagnostic de la pacientii cu simptome respiratorii, celelalte
probe au fost colectate cu scop de monitorizare a tratamentului tuberculos si au fost excluse din
analiza. Dintre probele diagnostice 136 au fost specimene altele decat sputa motiv din care nu au
fost incluse in studiu, iar in cazul la altele 30 au fost obtinute culturi contaminate fapt care a
determinat excluderea si acestora. Astfel, in analiza finald au fost incluse 422 de probe de sputa

(Figura 3.2). Cultura la M. tuberculosis a fost pozitiva in 80 (18,9%) dintre probele analizate.

3.3 Rezultatele examindrii manuale si prin Fluorobot a frotiurilor in coloratie
fluorescenta

La examinarea manuald au fost gradate ca pozitive 56 dintre 80 de probe cu cultura

de sputd cu cultura negativa 335 din 342 de probe au fost apreciate cu rezultat negativ al
microscopiei, ceea ce corespunde unei specificititi de 97,9% (95%l1, 95,8% - 99.,2%).

Fluorobotul a apreciat ca pozitive rezultatele microscopiei a 56 dintre 80 de probe cu

probe cu culturd negativa rezultat microscopic negativ, la examinarea prin Fluorobot, a fost
inregistrat in cazul a 280 de probe, ceea ce corespunde unei specificititi de 81,8%, (95%lI,
77,4% - 85,8%, Tabelul 3.1).

Raportul de probabilitate pentru un test pozitiv (LR+) si raportul de probabilitate pentru
un test negativ (LR-) in cazul citirii manuale a constituit respectiv 34,2 (95%I1, 16,2-72,2) si 0,4
(95%11 0,2-0,4), iar acestea pentru examinarea prin Flurorobot 3,9 (3,0-5,0) si 0,4 (0,3-0,5),
respectiv. Astfel, un rezultat pozitiv prin Fluorobot are o probabilitate de 8,5 ori mai mica de a
confirma diagnosticul de tuberculoza decat in cazul examinarii manuale a frotiurilor de sputa in
coloratie fluorescenta.

In contextul demonstririi specificitatii mai reduse la examinarea prin Fluorobot au fost
comparata gradarea fiecarui frotiu prin ambele metodei si au fost identificate 66 de frotiuri
apreciate ca +/- de catre Fluorobot, dar negative la citireca manuald (Tabelul 3.2). Astfel, pentru a
reduce rata rezultatelor fals pozitive si a creste specificitatea examindrii prin Fluorobot a fost
evaluata reexaminare unor frotiuri prin examinare manuald. Pentru a determina numarul minim de

frotiuri, reevaluarea cérora ar putea determina o crestere optimala a specificitatii examindrii prin
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Tabelul 3.1. Acuratetea diagnostica a examindrii manuale si prin Fluorobot a frotiurilor de sputa in coloratie fluorescent:

Sensibilitatea % Specificitatea % VPP % VPN % LR+ LR-
95%I1 95%I1 95%I1i 95%I1 95%I1 95%I1
Examen 70,0 97.9 88.9 93,3 342 0,40
manual 58,7-79.7 95,8 -99,2 79,1 - 94.4 90,9 - 95,1 16,2-72.2 0,2-04
Fluorobot 70,0 81,9 47,5 92,1 3.9 0,40
uorobo 58,7-79,7 77,4 - 85,8 40,9 - 54,1 89,3 -942 3.0-5,0 03-0,5
Tabelul 3.2. Acuratetea diagnostica a examinarii prin Fluorobot cu reevaluare manuala frotiurilor slab pozitive
ey exe o epe e o o o Frotiuri
Intervalul | Sensibilitatea % | Specificitatea % VPP % VPN % LR+ LR- reevaluate
reevaluat® 95%I1 95%I1 95%I1 95%I1 95%I1i 95%I1 0 (%)
0
61,3 99.1 94,2 91.6 69.8 0,39
9-2 49,7-71,9 97.5-99,8 83,9 - 98,1 89,3 -93.5 22,3-2183 0,30 - 0,51 81(19.2)
62.5 98.8 92.6 91.8 53.4 0,38
8-2 51.0-73.1 97.0 - 99.7 82.3-97.1 89.5-93.7 19,9 - 1437 0.29 - 0,50 77(18.2)
62.5 98.8 92.6 91.8 53.4 0,38
7-2 51,0 - 73,1 97,0 - 99,7 82,3-97.1 89,5 -93,7 19,9 - 143,7 0,29 - 0,50 77(18,2)
62.5 98.5 90,9 91.8 42,7 0,38
6-2 51.0-73.1 96.6 - 99,5 80.5 - 96,0 89.4 - 937 17,6 - 103.7 0.29 - 0,50 76 (18,0)
62.5 97.7 86.2 91.8 26,7 0,38
5-2 51,0 - 73,1 95,4 -98.9 75.5-92,7 89,4 -93,7 13,2 -54,1 0,29 - 0,51 70(16,6)
63.8 96,2 79,7 91,9 16,8 0,38
4-2 522 -74.2 93.6 — 98,0 69.2 - 873 89.4 -93.8 9.6 -29.3 0.28 - 0,50 63 (14.9)
63.8 91.8 63.8 91.8 12,1 0,38
3-2 52.4-742 88,4 - 94.4 54.5-72,1 89,3 -93,7 7,5-19.6 0,29 - 0,51 4(12.8)
5 65.0 90,6 61,9 91,7 6.9 0,39 38 (9,0)
532-753 87.1-93,5 53,0 - 70,1 89,1 -93,7 4,8-10,0 0,29 - 0,52 ’
| 72.5 81.9 483 92.7 4.0 0,33 81 (19.2)
61,4-81,9 77.4 - 85,8 41,8 -54.9 89,9 -94.8 3,1-52 0,23 -0,48 ’

VPP- valoarea predictiva pozitivi, VPN - valoarea predictivid negativa, 95%Il - intervalul de incredere 95% , LR+ - raportul de
probabilitate pentru un test pozitiv, LR- - raportul de probabilitate pentru un test negativ. *- numarul de bacili detectati prin Fluorobot;

94




100

80

60

Sensibilitatea

40

20

0 20 40 60 80 100
100-Specificitatea

Figura 3.3. Acuratetea diagnostica a examinarii prin Fluorobot a frotiurilor de
sputa in coloratie fluorescenti cu auramina comparativ cu examinarea manuala de cétre
specialistii de laborator, cultura pe medii de cultura solida considerata metoda de
referinta, linia oranj - examinarea manuala (AUC 0,84; 95%lI1 0,81 - 0,87), linia verde -
examinarea prin Fluorobot complementata cu examinarea manuali a frotiurilor incerte
(AUC - 0,81; 95%I1i 0,77 - 0,85), linia albastri examinare doar prin Fluorobot (AUC - 0,80;
95%I1 0,76 - 0,84).

Fluorobot, au fost examinate cateva optiuni in dependentd de numarul de bacili identificati in
frotiu. Un rezultat acceptabil, din perspectiva numarului de frotiuri reexaminate versus valoarea
adaugata la specificitate a fost obtinut in cazul reexaminarii frotiurilor cu 2-4 bacili in CVI. Acest
subgrup a constituit 63 (14,9%) de frotiuri din totalul frotiurilor analizate, reexaminarea carora a
determinat ca rezultatul microscopiei sa fie pozitiv in 51/80 dintre probele de sputa cu cultura
pozitiva (sensibilitatea 63.8%, 95%I1, 52.2 - 74.2), iar rezultatul negativ al microscopiei a fost

determinat in 329 dintre 342 de probe de sputa cu culturd negativi (specificitatea 96,2%, 95%li,
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93,6 — 98,0). In acest caz valorile corespunzitoarea ale LR+ si LR- au fost 16,8 (9,6-29,3) si 0,38
(0,28-0,50). O acuratete diagnostica si mai Inalta poate fi obtinuta prin reexaminarea unui numar
mai mare de frotiuri (Tabelul 3.2).

Valoarea AUC pentru examinarea prin Fluorobot a constituit 0,80 (95%Ii 0,76 - 0,84),
pentru examinarea prin Fluorobot si reexaminarea a unui set complementar de frotiuri (cu 2 - 4
bacili) - 0,81 (95%Ii, 0,77-0,85), iar pentru examinarea manuald - 0,84 (95%I1 0,81 - 0,88)
(Figura 3.2). Diferentele dintre valorile AUC inregistrate sunt minimale si statistic
nesemnificative (AUCmanuala - AUCFiuorobot = 0,044, p=0,07; AUCmanuats - AUCFuorobot partial reexaminat
= 0,036; p=0,006).

3.4 Compararea gradarii incdarcdturii bacteriene apreciatia manual versus Fluorobot

Diferentele simetrice dintre aprecierea prin Fluororbot si aprecierea manuald a constituit
18,2%, iar dintre Fluorobot partial reexaminat si aprecierea manuald 5,6% (Tabelul 3.3.). Rata
discrepantelor majore a constituit 0,7% atat pentru aprecierea izolatd prin Flurorobot si

reexaminare suplimentard comparate cu examinarea manuala.

Tabelul 3.3. Concordanta dintre gradarea manuala si prin Fluorobot

%
Gradarea manuala . Rata
< - diferen | ..
Numarul de bacili discrep
. telor
detectati . Slab 1+ - 3+ simetri antelor
Negativ pozitiv ce majore
0-1 293 11 0 0 0
2-9 66 9 5 1 0
Fluorobot | 10-99 0 9 0 2 18,2% 0,7%
100-999 0 1 13 2
>1000 0 0 0 10
Fluorobot 0-1 347 11 0 0
cu 2-9 12 9 1 0
reevaluar
ea 10-99 0 12 0 2 5,4% 0,7%
frotiurilor | 144 999 0 1 13 2
cu 2-4
bacili >1000 0 0 0 10
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3.5 Sinteza si interpretarea rezultatelor citirii robotizate a frotiurilor microscopice

In urma evaluirii performantelor diagnostice a citirii automatizate prin Fluorobot a
frotiurilor de sputd colorate fluorescent cu auramind a fost stabilit cd aceasta poate oferi o
specificitate si ratd de probabilitate a testului pozitiv mai joasa decét la citirea manuala (efectuata
de o persoand experimentatd, cu un stagiu de peste 30 de ani de examinare a frotiurilor
microscopice). Cu toate acestea acuratetea diagnostica a Fluorobotului poate fi crescutd pana la
cea a examindrii manuale, prin reevaluarea a unei parti dintre frotiurile gradate ca slab pozitive
(+/-) .

Citirea robotizata a frotiurilor microscopice poate contribui la perfectionarea
diagnosticului infectiei tuberculoase, in special in laboratoare care proceseaza si examineaza un
numar mare de probe biologice. Sistemele automatizate de interpretarea a imaginilor microscopice
ofera o citire standardizata si fiabila a imaginilor microscopice cu o potentiala reducere a timpului
de obtinere a rezultatelor pentru luarea deciziilor clinice ulterioare. Sistemele automatizate ar putea
usura obtinerea unor rezultate reproductibile de inalta calitate a examinarilor microscopice care nu
sunt influentate de nivelul de calificare sau gradul de oboseald a personalului de laborator.
Utilizarea tehnologiilor robotizate de obtinere si citire a imaginilor microscopice ar putea facilita
si actiunile aferente verificarii controlului calitatii. In acest scop imaginile microscopice obtinute
si stocate in Fluorobot pot fi transmise la un centru de evaluare externd, elimindnd necesitatea
transmiterii fizice a frotiurilor sau vizetelor personale in laboratorul evaluat [7, 238].

Organizatia mondiald a sanatatii (OMS) admite utilizarea microscopiei sputei in
screening-ul tuberculozei in cazul inaccesibilitatii testelor moleculare de tipul celor Xpert
MTB/RIif. La fel, microscopia continud a fi un test important pentru monitorizarea raspunsului
microbiologic in tratamentul tuberculozei, in special in zonele cu incidentd naltd a bolii unde
cultura nu este aplicatd 1n acest scop (de regula pe motivul costurilor). Programele de raspuns la
tuberculoza din aceste regiuni frecvent se confrunta cu lipsa de personal de laborator calificat [239,
240]. Fluorobotul, datoritd implicarii unui numar minimal de persoane calificate, poate solutiona
problema suprasolicitarii in centrele cu deficit de personal si/sau un flux sporit de probe biologice.

Utilizat in calitate de test de sine statator Fluorobotul a demonstrat o sensibilitate similara
cu cea obtinutd la examenul efectuat de catre un microscopist foarte experimentat, insa cu
specificitate mai redusd (~82%). Cu toate acestea cresterea semnificativa a specificitatii poate fi
obtinutd prin reevaluarea unui parti relativ mici de frotiuri (~15%), in acest caz specificitatea atinge
valori comparabile cu cea a examindrii manuale. Pentru a simplifica o eventuald reevaluare
manuald, selectarea imaginilor in acest scop ar putea fi automatizata, iar reevaluarea s-ar putea

limita doar la 4 campuri vizuale. Confirmarea manuald nu impune prezenta fizica a
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microscopistului, dat fiind faptul cd la necesitate pentru confirmare imaginile digitale pot fi
transmise la distantd 1n format electronic. La fel, in cadrul unui algoritm de screening sau de
diagnostic aceste frotiuri ar putea fi confirmate prin aplicarea unui test cu sensibilitate Tnalta
precum este Xpert Mtb/Rif. Integrarea evaluarii robotizate a frotiurilor microscopice in cadrul unui
astfel de algoritm poate contribui la reducerea numarului de probe care ar necesita evaluare prin
Xpert Mtb/Rif, astfel reducandu-se costurile diagnosticarii bolii in cadrul programelor nationale
de raspuns la tuberculoza. In viitor specificitatea Fluorobotului ar putea fi sporita prin “invitarea”
software dispozitivului pe o biblioteca mai larga de imagini microscopice si eventuala imbunatatire
a partilor fizice precum camera video, obiectivele sau filtrele aplicate.

Microscopia continud a fi frecvent utilizatd in scopul monitorizarii microbiologice a
tratamentului tuberculozei [145]. Desi performantele Flurobotului in acest scop nu au fost evaluate
in acest studiu, gradul Tnalt de concordanta dintre Fluorobot si citirea manuald, in cazul frotiurilor
cu un grad inalt de pozitivitate (1+ - 3+), confera optimism in ceea ce priveste utilizarea
Fluorobotului in acest scop.

Pe langa avantajele oferite de utilizarea unui astfel de dispozitiv precum este Fluorobotul,
implementarea in diverse sisteme medicale a acestei tehnologii ar putea intlni o serie de obstacole.
Printre aceste disponibilitatea unei surse stabile de alimentare cu energie sau lipsa consumabilelor
sunt printre celei mai probabile in regiunile cu resurse financiare limitate. Reducerea calificarii,
abilitatilor personalului uman in citirea calitativd a frotiurilor microscopice ar putea fi o alta
problema, care s-ar putea ivi la 0 anumitad etapa a implementarii pe termen lung. La fel, trebuie
admis faptul ca costurile asociate aplicarii Fluorobotului ar putea fi mai mari decéat in cazul citirii
manuale, cel putin n unele zone geografice. Cu toate acestea investitiile, cel putin cele initiale,
legate de implementarea Fluorobotului sunt estimate ca sa fie comparabile cu pretul unui
microscop performant cu destinatie generald, iar potentialele economii facute pe seama implicarii
unui numdr mai mic de personal ar putea echilibra balanta cost-eficacitate pe termen lung. O
evaluare de cost eficacitatea ar fi rationala anterior implementarii in fiecare sistem medical in parte.

Datele prezentate trebuie interpretate din perspectiva urmatoarelor limitari: realizarea
studiului intr-un singur laborator cu standarde inalte de calitate a examindrii microscopice;
imposibilitatea de a stratifica rezultatele sputei dupa statutul HIV al bolnavilor, variabila care ar
putea influenta rezultatul examindrii microscopice; excluderea populatiei pediatrice din analiza

efectuatd nu ne permitd generalizarea rezultatelor obtinute si In aceastd categorie de varsta.
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3.6. Concluzii la capitolul 3
1. Citirea automatizata a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescentd cu auramind cu
ajutorul dispozitivului Fluorobot ofera parametri de sensibilitate similari si specificitate moderat

mai redusi comparat cu cei obtinuti la citirea manuala de catre un microscopist inalt experimentat.

2. Specificitatea citirii automatizate a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescenta cu
auraminad prin Fluorobot poate fi crescuta pana la volari similare cu cea obtinuta la citirea de catre
personalul uman prin reevaluarea manuald a unui numar de frotiuri apreciate ca slab pozitive la
citirea automatizata (pana la 15% dintre frotiurile examinate), iar pe viitor ameliorarea acuratetei
diagnostice ar putea fi obtinutd prin perfectionarea componentelor optice si software ale

dispozitivului.

3. Corelarea rezultatelor determinarii gradarii incarcaturii bacteriene, exprimate prin
gradul de pozitivitate a sputei examinate, determinate prin citirea automatizata prin Fluorobot si

cea prin citire manuala a evidentiat o concordantd bund dintre acestea.

4. Aplicarea Fluorobotului in conditiile unui laborator inalt specializat cu un volum si

flux sporit de specimene analizate a demonstrat fezabilitatea utilizarii acestuia 1n practica curenta.
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4. TEHNICI DE DIAGNOSTIC MOLECULAR-GENETIC SI SPECIMENE
ALTERNATIVE

4.1 Impactul implementirii testirii prin Xpert MTB/Rif asupra intarzierii
terapeutice la bolnavii cu tuberculoza MDR

Accesul universal la testele de diagnostic al tuberculozei si cele de apreciere a
din urma este implementatd de citre OMS avand drept scop declinul epidemiei de tuberculoza la
nivel global. Accesibilitatea testelor de diagnostic este esentiald pentru diagnosticul precoce al
tuberculozei si initierea unui tratament corespunzitor. In acest sens deosebit de importante sunt
testele care permit confirmarea rapida a pattern-ului MDR al M. tuberculosis, caz in care se impune
o abordare terapeutica principial diferita decat in cazul tuberculozei sensibile la medicamente. Din
pacate metodele TSM bazate pe cultura se caracterizeaza prin obtinerea rezultatelor doar dupd mai
multe sdptamani de la colectarea specimenelor biologice relevante, perioada in care un pacient cu
tuberculoza MDR ar putea fi expus unui tratament ineficient si cu un inalt potential de reactii
adverse. O modificare cardinald a acestei situatii a fost Intrezaritd odata cu cresterea accesului,
inclusiv in practica clinica curentd din tarile cu venituri reduse, la testele de depistare a infectiei
cu M. tuberculosis pe baza de amplificare a acizilor nucleici (teste molecular-genetice). Acestea
pot confirma infectia tuberculoasd si aprecia sensibilitatea fatd de unele medicamente
antituberculoase de referinta in 24-48 de ore din momentul initierii procesarii probei in laborator
[241].

Xpert MTB/Rif este un test comercial pe baza reactiei de polimerizare in lant (PCR) cu
performante inalte de identificare a M. tubercculosis (desi cu unele variatii in anumite grupuri de
Xpert MTB/RIif pentru identificarea rapida a M. tubercculosis si a rezistentei la rifampicina,
decizie dupa care tehnologia a inceput sa fie pe larg implementata in cele mai diverse regiuni
geografice. Interesul deosebit de mare pentru implementarea tehnologiei a fost determinat inclusiv
de caracteristicele tehnice ale metodei, care permit aplicarea testului si la nivelul primar de
acordare a asistentei medicale. Acest aspect ar fi trebuit sd aibd un impact major asupra reducerii
timpului diagnostic si a timpului de initiere a tratamentului la bolnavii cu tuberculoza, in special
al celor MDR.

In Republica Moldova implementarea metodei Xpert MTB/Rif a inceput in anul 2012,
initial doar in cateva raioane pilot, cu extinderea graduald pe parcursul anilor 2012-2014 la scara

intregii tari. Astfel, la finele perioadei de implementare majoritatea covarsitoare a bolnavilor

100



beneficiau de examinare prin Xpert MTB/Rif. In prezentul capitol este analizat impactul aplicarii
la scard nationald a testarii prin Xpert MTB/Rif asupra intarzierii terapeutice la bolnavii cu

tuberculoza MDR 1n Republica Moldova.
4.1.1. Material si metoda

Design-ul studiului

A fost efectuat un studiu de pre-post implementare, cu volum de esantion integral, pentru
a aprecia impactului utilizarii testului Xpert MTB/Rif asupra intarzierii terapeutice in cazurile de
tuberculoza MDR in Republica Moldova. In acest scop a fost comparat timpul de intarziere
terapeutica (la nivel national) in anul 2011, anul care a precedat implementarea Xpert MTB/Rif,
cu cel inregistrat in urmatorii 4 ani (2012-2015), perioada in care numarul de teste Xpert MTB/Rif
efectuate a crescut progresiv pana la acoperirea majoritatii covarsitoare de persoane examinate cu
supozitie clinici de tuberculoza. In cadrul studiului timpul de intarziere terapeutici a fost definit
ca timpul dintre diagnosticarea tuberculozei (pana la confirmarea pattern-ului de rezistentd) si

initierea tratamentului pentru tuberculoza MDR.

Cadrul de studiu

In Republica Moldova depistarea cazurilor de tuberculozi combini interventiile de
depistare pasiva la persoanele simptomatice, care sau adresat de sine statitor la medic si
interventiile de depistare activa a bolii (screening-ul sistematic) in grupurile cu risc de imbolnavire.
Bateria de teste standarde aplicate in diagnosticul tuberculozei pulmonare includ radiografia cutiei
toracice, microscopia sputei la BAAR, Xpert MTB/RIf, cultura pentru M. tuberculosis urmata de
TSM la medicamentele antituberculoase de linia intdi. Complementar, in cazul bolnavilor de
tuberculoza cu rezistentd la rifampicind sau MDR este efectuat TSM si la medicamentele
antituberculoase de linia a doua. Examinarile micorbiologice aferente diagnosticarii tuberculozei
sunt efectuate in cadrul retelei nationale de laboratoare specializate in micobacteriologie care
include: la nivelul primar - 59 de centre de microscopie, la nivel secundar - 3 laboratoare regionale
cu capacitdti de efectuare a culturii si TSM, iar la nivel tertiar Laboratorul national de referinta in
micobacteriologia tuberculozei (LNR). Prin intermediul Programului national de raspuns la
tuberculoza tratamentul antituberculos este oferit gratuit tuturor bolnavilor de tuberculoza.
Tratamentul la bolnavii cu tuberculoza sensibila este prescris de catre medicul pneumoftiziolog
care a diagnosticat cazul de tuberculoza. In cazul bolnavilor cu tuberculoza MDR, tratamentul este
prescris de catre Comitetul national de management al cazului de tuberculozdi MDR (CMDR).

Acesta din urma are Intruniri cel putin o datd pe saptdmana. Intre diagnosticarea tuberculozei si
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confirmarea pattern-ului MDR al tulpinii implicate poate trece o duratd variabild de timp
(conditionatd in mare parte de metodele de TSM aplicate). In cazul cand aceasti perioada este una
mai indelungata (de cateva saptamani), in lipsa altor argumente privitor la probabilitatea Tnalta a
rezistentei MDR, bolnavul de tuberculozd va primi tratament pentru tuberculoza sensibild. La
testarea prin Xpert MTB/Rif decizia despre initierea tratamentului pentru tuberculoza MDR este
luatd in baza confirmarii rezistentei fata de rifampicina prin Xpert MTB/RIf, iar la obtinerea
rezultatelor mai extinse ale TSM (de regula a celor pe baza de culturi pe medii lichide MGIT),

schema initiala de tratament poate fi ajustata in dependenta de profilul de rezistentad identificat.

Colectarea datelor primare

Datele anonimizate a tuturor bolnavilor diagnosticati cu tuberculoza MDR in Republica
Moldova in perioada 2011-2015 au fost extrase din Sistemul informational de monitorizare a
tuberculozei (SIME-TB). In acesta sunt sistematic inregistrate toti pacientii diagnosticati cu
tuberculoza in Republica Moldova. Pentru obiectivele studiului au fost selectate variabilele care
descriu caracteristicile demografice de baza, confirmarea microbiologica a diagnosticului de

tuberculoza si initierea tratamentului antituberculos din compartimentul F090 a SIME-TB.

Analiza statistica

Variabilele analizate au fost prezentate ca mediane cu intervalul dintre cuartile. Pentru
aprecierea asocierii dintre implementarea Xpert MTB/Rif si timpul de intarziere terapeutica a fost
calculat coeficientul de corelatie a lui Pearson (R) si coeficientul de regresie liniard (R?). Statistic
semnificative au fost considerate valorile p mai mici de 0,05. Calculele aferente analizei statistice

au fost efectuate in programul GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, California, USA).

4.1.2. Dinamica testarii prin Xpert MTB/Rif in perioada de studiu

In perioada de studiu in cadrul Programului national de rispuns la tuberculozi a fost
implementat si a crescut progresiv numirul de teste Xpert MTB/Rif efectuate. In primul an de
implementare a tehnicii au fost puse in aplicatie treizeci de masini, in urmatorul an fiind
achizitionate suplimentar alte 5 masini. Functionalitatea maxima a echipamentului instalat a fost
atinsa la finele celui de la doilea an de implementare. Dupa o serie de instruiri prealabile primele
testari prin intermediul Xpert MTB/Rif au inceput sa fie efectuate in martie 2012 in cadrul LNR
si extinse la celelalte unititi de diagnosticare in trimestrul doi a anului 2012. In unele unititi de
diagnostic testarea s-a initiat in trimestrul 3, 2012 (Regiunea Transnistreand si Centrul de testare

HIV din Balti).
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Tabelul 4.1 Dinamica implementérii testarii prin Xpert MTB/Rif in Republica Moldova

e | meme | e | Teter | TSeBS | pwie || e | MTR/E | NTBRIE] ine p
Trimestrul de
teste

n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
Q1-2012 184 20 10,9 0 0,0 12 6,5 8 4,3 164 89,1 103 56,0 61 33,2 38 20,7 23 12,5 0 0,0
Q2-2012 1342 82 6,1 4 0,3 63 4,7 15 1,1 1260 | 93,9 944 70,3 316 | 23,5 195 14,5 119 8,9 2 0,1
Q3-2012 2682 153 5,7 42 1,6 73 2,7 38 1,4 2529 94,3 1928 71,9 601 | 22,4 | 380 14,2 | 202 7,5 19 0,7
Q4-2012 4065 244 6,0 58 1,4 148 3,6 38 0,9 3821 94,0 | 3212 79,0 609 15,0 | 390 9,6 204 5,0 15 0,4
Q1-2013 5160 254 4,9 5 0,1 147 2,8 102 2,0 4906 95,1 42 0,8 706 13,7 | 440 8,5 248 4,8 18 0,3
Q2-2013 3366 172 5,1 8 0,2 107 3,2 57 1,7 3194 | 94,9 | 2663 79,1 531 15,8 | 359 10,7 163 4,8 9 0,3
Q3-2013 2426 123 5,1 10 0,4 58 2,4 55 2,3 2303 94,9 1856 76,5 447 18,4 | 268 11,0 163 6,7 16 0,7
Q4-2013 5509 252 4,6 18 0,3 172 3,1 62 1,1 5257 95,4 | 4537 82,4 720 | 13,1 | 418 7,6 247 4,5 55 1,0
Q1-2014 6388 222 3,5 23 0,4 124 1,9 75 1,2 6166 96,5 5402 84,6 764 | 12,0 | 479 7,5 258 4,0 27 0,4
Q2-2014 5648 174 3,1 9 0,2 119 2,1 46 0,8 5474 | 96,9 | 4756 84,2 718 12,7 | 477 8,4 221 3,9 20 0,4
Q3-2014 5126 164 32 13 0,3 104 2,0 47 0,9 4962 96,8 | 4138 80,7 824 | 16,1 542 10,6 | 265 5,2 17 0,3
Q4-2014 6158 249 4,0 8 0,1 160 2,6 81 1,3 5909 96,0 | 5213 84,7 696 11,3 | 424 6,9 247 4,0 25 0,4
Q1-2015 7913 321 4,1 32 0,4 188 2,4 101 1,3 7592 95,9 6813 86,1 779 9,8 457 5,8 295 3,7 27 0,3
Q2-2015 6598 240 3,6 29 0,4 179 2,7 32 0,5 6358 96,4 | 5658 85,8 700 | 10,6 | 401 6,1 259 3,9 40 0,6
Q3-2015 5485 196 3,6 27 0,5 145 2,6 24 0,4 5289 96,4 | 4694 85,6 595 10,8 | 360 6,6 186 3,4 49 0,9
Q4-2015 | 6424 | 371 58 26 | 04 | 285 | 44 | 60 | 0,9 | 6053 | 942 | 5396 84,0 | 657 | 102 | 393 | 6,1 | 227 | 3.5 37 0.6
TOTAL 74474 | 3237 4,3 312 0,4 | 2084 | 2,8 841 1,1 | 71237 | 95,7 | 57355 77,0 9724 | 13,1 | 6021 8,1 3327 | 4,5 376 0,5
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La finele anului 2012 tehnologia Xpert a fost introdusa la nivel central, regional si raional,
fiind disponibild in 11 din cele 35 de teritorii de pe malul drept al tarii (orasele Chisinau si Balti si
9 raioane) asigurand o acoperire globala a populatiei de 55%. Testul Xpert a fost implementat si
in cele doua orase mari din regiunea transnistreana (Tiraspol si Bender) si raionul Rabnita, care
reprezintd 63% din populatia respectiva. Dupa furnizarea a 5 instrumente suplimentare in luna
martie 2013 distribuite in raioanele Drochia, Rezina, Célarasi, Cimislia si Taraclia, acoperirea
totala a populatiei cu Xpert MTB/Rif a ajuns la aproximativ 64%. Consecutiv livrarii a cinci
instrumente suplimentare Xpert pentru raioanele Ocnita, Glodeni, Falesti, Cantemir si Slobozia
(regiunea transnistreand) in 2014, s-a ajuns la acoperirea totala a populatiei in sectorul civil.

In perioada de studiu 2011-2015 au fost efectuate 74474 de teste Xpert MTB/RIF
respectiv: anul 2012 - 8273 teste, anul 2013 - 16461, anul 2014 - 23320, anul 2015 - 262420 teste
(Tabelul 4.1). Numarul testelor efectuate per unitate de timp a fost in continud crestere atat
datoritd punerii in functiune a noi masini Xpert cat si gratie cresterii numarului de teste efectuate
per fiecare unitate de diagnostic. Trebuie remarcat diminuarea in timp a numadrului de teste
invalide. La fel, numarul testelor efectuate per caz diagnosticat de MDR a crescut progresiv de la
15,1 teste/caz TB MDR (confirmate prin Xpert MTB/Rif) in 2012 pana la 27,3 teste/caz TB MDR
(confirmate prin Xpert MTB/Rif) in 2015 (p=0,0001).

4.1.3 Impactul Xpert MTB/Rif asupra intdrzierii terapeutice in cazurile de TB MDR

In perioada examinati in SIME TB au fost inregistrate 5507 cazuri de tuberculoza MDR.
In analiza efectuatd nu au fost incluse cazurile cu date incomplete privitor la data stabilirii
diagnosticului de tuberculoza sau data initierii tratamentului pentru tuberculoza MDR. Astfel, in
calculul final au fost considerate 4353 de cazuri, respectiv 730 din 1111 cazuri de TB MDR
diagnosticate in anul 2011, 813 din1121 - tnanul 2012, 920 din 1162 - in anul 2013, 906 din 1047
- 1n anul 2014, 984 din 1066 - in anul 2015. Compararea timpului de intarziere terapeutica in
perioada evaluata a evidentiat o reducere progresiva a acestuia o data cu implementarea tehnicii
Xpert MTB/RIif (Figura 4.1 A, B). Astfel, in 2011 mediana timpului de intarziere terapeutica a
constituit 46,5 zile (intervalul dintre cuartile (IIQ) 14-89,25), 2012 -36 zile (IIQ 11-75), 2013- 24
zile (IIQ 7-63), 2014 - 10 (IQ 3-42), 2015 - 8 zile (IIQ 2-28). La fel, corelarea dintre numarul de
teste Xpert efectuate si timpul de Intarziere terapeutica a demonstrat o asocierea inversa puternica

dintre acestea (R = -0,88 95%]I1 -0,95 — -0,73 ; R2=10,79, p <0,0001; Figura 4.1 C).
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Figura 4.1. Dinamica timpului de intirziere terapeutica la bolnavii cu tuberculozid MDR in
Republica Moldova in raport cu implementarea testirii la nivel national prin Xpert
MTB/RIF A) dinamica anuali, B) dinamica lunara, C) analiza corelationala dintre timpul

de intirziere terapeutica si numarul de teste Xpert MTB/RIif efectuate la nivel national.

105



4.1.4 Sinteza si interpretarea rezultatelor aplicarii Xpert MTB/Rif

Scopul de baza al analizei prezentate a fost compararea timpului de intarziere terapeutica
la bolnavii cu tuberculozd MDR péna si dupa implementarea la nivel national al testarii prin Xpert
MTB/RIF in Republica Moldova. Rezultatele obtinute confirma reducerea semnificativd a
timpului de initiere a tratamentului la bolnavii cu tuberculoza MDR, fiind inregistrata o reducere
semnificativa de la 46 zile in 2011 la 8 zile 1n 2015.

Valoarea adaugata a datelor prezentate in raport cu cele disponibile in literatura este data
de caracterul national al cohortei analizate de bolnavi MDR dintr-o zond geografica cu rata
deosebit de inaltd a cazurilor de multidrog rezistenta. Cel mai frecvent studiile din literatura
cunoscutd au analizat impactul implementarii Xpert MTB/Rif pe cohorte subnationale din
regiunile africana sau asiaticd, care sunt caracterizate prin alte particularitati ale epidemiei de
tuberculoza (ex: prevalenta inalta a coinfectiei HIV/TB, predominarea sectorului privat in oferirea
ingrijirilor medicale etc.). Intr-o metaanalizi recent publicati, care include studii realizate in tari
din afara Regiunii Europene a OMS, autorii conchid despre reducerea timpului de intarziere
terapeutica, secundar aplicarii testarii prin Xpert MTB/Rif, la bolnavii cu tuberculoza sensibila cu
2,55 zile (95%I1 0,54 - 4,56), iar la cei cu tuberculoza MDR cu 45,32 zile (95%I1 30,27 - 60,37)
[242]. Astfel, chiar dacd compararea directa a rezultatelor dintre diferite studii este limitata de
diferentele in definitiile aplicate pentru termenul de “intdrziere terapeuticd”, comparat cu
rezultatele metaanalizei citate reducerea in intdrzierea terapeuticd asociatd implementarii Xpert
MTB/Rif in Republica Moldova este de o magnitudine similard cu cea din alte zone geografice si
sisteme de acordare a asistentei medicale.

Impactul direct al reducerii in intarzierea terapeutica asupra indicatorilor epidemiologici
ai tuberculozei precum incidenta si prevalenta este mai dificil de apreciat, dar am putea admite ca
initierea mai rapida a unui tratament eficient intrerupe mai devreme transmiterea infectiei catre
alte persoane cu care intrd in contact acesti bolnavi, astfel, contribuind la reducerea incidentei
tuberculozei si potential la prevenirea transmiterii nosocomiale a tulpinilor MDR. In acelasi timp,
nu trebuie desconsiderat nici beneficiul personal, pe care initierea mai rapida a tratamentului o
oferda fiecarui bolnav testat, cel de evitare a expunerii neargumentate la cel putin la doud
medicamente antituberculoase (izoniazida si rifampicina) cu potentiale efecte adverse, dar
neeficiente in cazul tuberculozei MDR.

Afara de impactul asupra intdrzierii terapeutice implementarea unui test diagnostic
precum Xpert MTB/Rif ar putea contribui si la ameliorarii rezultatelor tratamentului, in special la

reducerea mortalitatii si la cresterea ratei de tratament de succes. Aceasta, la fel, urmare a initierii
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mai precoce a unui tratament corespunzator. Cu toate acestea cateva metaanalize publicate in
ultima perioada au conchis despre lipsa asocierii dintre aplicarea Xpert MTB/Rif si reducerea
mortalitatii, aceeasi lipsd de efect fiind raporta siin cazul ratei tratamentului de succes [243, 244].
Aceasta poate descuraja, insd, o interpretare la rece ne oferd explicatia fenomenului. Succesul
tratamentului antituberculos depinde nu doar de diagnosticul precoce, dar si de o serie de alti
factori precum: disponibilitatea unui numar si cantititi suficiente de medicamente
antituberculoase, toleranta medicatiei, comorbiditdti, aderenta pacientului la tratament si masurile
de mentinere In terapie etc. Deosebit de importanti acesti factori sunt la bolnavii cu tuberculoza
MDR tratamentul céreia traditional implica medicamente mai toxice si o duratd mai indelungata a
terapiei. De mentionat ca in perioada analizata in Republica Moldova au fost implementate o serie
de interventii (afard de Xpert MTRB/RIif) cu potential de ameliorarea a rezultatelor tratamentului
MDR precum, introducerea in practica curentd a unor medicamente noi (linezolidul), oferirea
suporturilor alimentare si compensarilor financiare pentru stimularea aderentei la tratament,
desfasurarea campaniilor de informare si reduce a stigmatizarii bolnavilor de tuberculoza [245].
Cuantificarea acestor cofactori in analiza efectuatd in aceasta lucrare nu a fost posibild gratie
caracterului retrospectiv al acesteia, astfel fel ca, aprecierea asocierii dintre implementarea Xpert
MDRTB/RIf si rezultatele tratamentului in cohorta analizatd (cohorta nationald de bolnavi cu
tuberculoza MDR, care au initiat tratament in perioada de studiu) nu a fost posibil de efectuat.
Implementarea testului Xpert MTB/RIif la nivel national in Republica Moldova trebuie
discutatd si din perspectiva unui exemplu de introducere in practica curentd a unei tehnologii
diagnostice care a implicat instruirea unui numar important de personal clinic si de laborator, in
sens larg nefamiliarizat cu testarile molecular-genetice. Astfel cd, realizarea cu succes a acestui
proiect ilustreazd fezabilitatea aplicérii tehnicii Xpert/MTB Rif la cele mai diverse nivele de
acordare a asistentei medicale (medicina primard, serviciu pneumologic specializat, sistemul de
oferire a ingrijirilor medicale persoanelor care traiesc cu HIV), aspect cheie in conceptualizarea
acestei tehnologii. In acelasi timp, aceasti experientd ar putea servi pe viitor in implementarea si
a altor tehnologii de diagnostic molecular-genetic potential mai atractive, cum ar fi tehnologiile

bazate pe tehnica de secventiere de noud generatie a genomului micobacterian [246].
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4.2 Rolul examinarii specimenelor bronhoscopice pentru confirmarea
microbiologica a tuberculozei.

Dupa cum a fost aratat in capitolul precedent pe parcursul perioadei 2012-2014 tehnologia
Xpert MTB/Rif a devenit accesibild pe intreg teritoriul Republicii Moldova [241]. Astfel, in
perioada imediat urmatoare (2016-2018) conform datelor Programului national de raspuns la
tuberculoza 95-97% dintre bolnavii diagnosticati cu tuberculoza au beneficiat de examinare prin
testul Xpert MTB/Rif. Cu toate acestea, In aceeasi perioadd la o treime dintre toti bolnavii de
tuberculoza pulmonara in Moldova diagnosticul a fost stabilit in lipsa confirméarii microbiologic.
De remarcat ca aceasta cifra este comparabild cu cea din Regiunea Europeanda a OMS (cu unele
diagnostice in Republica Moldova cauzele neconfirmarii microbiologice mai curand sunt date de
limitele firesti ale metodelor de diagnostic microbiologic (sensibilitatea redusa in unele grupuri de
bolnavi precum cei cu microscopie negativa, imunocompromisi sau copii). O crestere a confirmarii
microbiologice a infectiei micobacteriene in cazurile de tuberculoza pulmonara ar putea fi atinsa
prin examinarea a specimenelor bronhoscopice (suplimentar la cele din sputd) precum lavajul
bronho-avleolar, spaliturile bronsice sau aspiratul bronsic [247]. In prezentul capitol sunt
prezentate rezultatele aprecierii valorii adaugate a examinarii microbiologice a probelor de aspirat

bronsic pentru sporirea confirmarii microbiologice a diagnosticului de tuberculoza pulmonara.

4.2.1 Material si metodd

Pentru evaluarea valorii addugate a examindrii microbiologice a probelor de aspirat
bronsic in confirmarea microbiologica a diagnosticului de tuberculoza pulmonara a fost realizat
un studiu diagnostic non-experimental transversal in care a fost apreciata acuratetea diagnostica a
testelor rapide de confirmarea a infectiei tuberculoase (Xpert MTB/Rif si microscopia la BAAR)
in probele de aspirat bronsic obtinute la pacientii cu rezultate negative ale examenelor

microbiologice (microscopia la BAAR si Xpert MTB/Rif) in probele de sputa liber expectorata.

Identificarea lotului de studiu

In scopul realizarii studiului au fost identificati toti pacientii examinati in cadrul clinicii
Institutului de Ftiziopneumologie ~’Chiril Draganiuc” in perioada 2017-2018, la care examinarile
sputei prin microscopie BAAR si Xpert MTB/Rif au dat rezultate negative si la care complementar
au fost examinate microbiologic specimenele de aspirat bronsic. Pentru identificarea cazurilor
eligibile a fost utilizata componenta TB-06 a bazei de date SIME-TB, in care au fost selectate toate

specimenele perechi de sputd (cu rezultate microbiologice negative) si aspirat bronsic cu un
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interval de timp de colectare dintre acestea nu mai mare de 7 zile. In studiu au fost incluse doar
cazurile cu probe perechi care au fost examinate prin toate trei teste microbiologice standard

(microscopia, Xpert MTB/Rif si culturd) in ambele tipuri de specimene (sputa si aspirat bronsic).

Cadrul studiului

Dupa cum a fost mentionat si in capitolele precedente, clinica Institutului de
Ftiziopneumologie ”’Chiril Draganiuc” (IFP) este o institutie medicald de nivel tertiar specializata
in acordoarea serviciilor de diagnostic si tratament al tuberculozei, dar si al altor boli respiratorii
(atat infectioase cat si noninfectioase). In contextul prezentei cercetiri este necesar de a mentiona
cd la majoritatea covarsitoare a bolnavilor examinati in aceasta institutie (atat in serviciu de
ambulatoriu cat si in serviciul spitalicesc) examindrile diagnostice standard includ testele
microbiologice de identificare a infectiei prin M. tuberculosis inclusiv la cei cu o probabilitate
redusa a infectiei tuberculoase. La fel, in cazul efectudrii examindrilor bronhoscopice colectarea
specimenelor pentru examenele microbiologice pentru M. tuberculosis se efectueaza la majoritatea
bolnavilor examinati. Laboratorul national de referintd in micobacteriologia tuberculozei (LNR),
examineaza toate specimenele colectate de la bolnavii investigati in cadrul IFP. Microscopia la
BAAR, Xpert MTB/RIf si cultura la M. tuberculosis constituie bateria de teste standard de
examinare a specimenelor receptionate in cadrul laboratorului. Rezultatele tuturor examindrilor

efectuate in cadrul LNR sunt introduse in partea TB-06 a SIMETB.

Examinarile microbiologice

Examinarile microbiologice aferente cercetarii, microscopia la BAAR, Xpert MTB/RIf,
culturile pe medii lichide MGIT si cele pe medii solide Lowenstein-Jensen, au fost efectuate in
conformitate cu procedurile operationale standard ale LNR racordate la recomandarile

internationale ale OMS [82, 235].

Analiza statistica

Aprecierea acuratetei diagnostice a testelor microbiologice in specimenele de aspirat
a celei negative (PPV si NPV), ratei de probabilitate pentru un test negativ (LR-) si ratei de
probabilitate pentru un test pozitiv (LR+), considerand drept test de referintd cultura la M.
tuberculosis. Pentru valorile gasite au fost calculate intervalele de incredere de 95% (95%I1) prin

metoda Wilson-Brown.
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4.2.2 Rezultatele examenului microbiologic al probelor de aspirat bronsic

In perioada de studiu au fost identificate 705 de pacienti cu probe perechi (sputi si aspirat
bronsic) examinate in cadrul LNR provenite din sectiile clinice ale IFP ”Chiril Draganiuc”.
Caracteristicile demografice de baza a persoanelor de la care au fost obtinute probele de sputa
incluse 1n analizd au fost date de rata barbatilor de 62% (440/705) si mediana varstei de 57,0 [1IQ
45-65] ani.

Acuratetea diagnostica a testelor microbiologice in aspiratul bronsic in lotul general

La bolnavii analizati rezultatul pozitiv al culturii a fost inregistrat in 5,5% (39/705) cazuri,
inclusiv in 23 cazuri cultura a fost pozitiva doar in aspiratul bronsic, 9 cazuri - 1n aspiratul bronsic
si sputd si in alte 3 cazuri doar din specimenele de sputd. Examenul prin microscopie la BAAR a
fost pozitiv in aspiratul bronsic in 13 (1,8%) dintre cazurile analizate, iar examenul prin Xpert
MTB/RIf (la fel in aspiratul bronsic) - 30 (4,2%) cazuri (Figura 4.2). Considerand cultura ca
standard de referinta au fost obtinute urmatoarele valori ale sensibilitatii si specificitatii in aspiratul
bronsic respectiv: 46,1% (95%I1 31,6% - 61,4%) si 98,2% (95%I1 96,9% - 99,0%) pentru Xpert
MTB/Rif $120,5% (95%Ii 10,8% - 3,5%) s1 99,2% (95%11 98,5% - 99,7%) pentru microscopia la
BAAR. La fel, rapoartele de probabilitate pentru un test pozitiv si respectiv negativ au constituit
pentru Xpert MTB/Rif 14,8 (95%I1 8,6 - 25,5) 51 0,56 (95%I1 0,42 - 0,74), iar pentru microscopia
BAAR 27,3 (95%Ii 9,4-79,6) si 0,8 (95%I1 0,68 - 0,94), respectiv.

Acuratetea diagnostica a testelor microbiologice in aspiratul bronsic la pacientii cu
istoric de tuberculoza

In lotul de studiu 82 de bolnavi au avut un episod de tuberculozi in trecut (cazuri de
recidiva sau dupd abandon). Considerand specificitatea redusa a testului Xpert MTB/RIif la acesti
bolnavi in sputa liber expectoratd, acuratetea testelor microbiologice in aspiratul bronsic a fost
apreciata si separat in acest subgrup de pacienti. Astfel, 7 dintre acesti bolnavi au avut cultura
pozitiva pentru M. tuberculosis -1 doar din sputd, 1 din sputa si din aspirat bronsic si 5 doar din
aspirat bronsic. Rezultatul pozitiv al Xpert MTB/Rif a fost inregistrat la 3 bolnavi, iar microscopia
(95%I1 10,8 - 60,32) si specificitati de 48,7% (95%I1 40,9% - 56,5%), iar pentru microscopia la
BAAR, respectiv, 22,2% (95%Ii 3,9 - 54,7) 51 48,4% (95%Ii 40,6 - 56,2) (Figura 4.3). La fel,
raportul probabilitatii pentru un test pozitiv si respectiv negativ pentru Xpert MTB/Rif a constituit
0,58 (95%11 0,22-1,53) si 1,44 (0,93 - 2,22) iar, pentru microscopia BAAR 0,43 (95%11 0,13 -
1,48) si 1,61 (1,61 - 2,36) (Figura 4.5).
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Figura 4.2. Rezultatele testelor microbiologice in aspiratul bronsic la bolnavii cu microscopie si Xpert MTB/Rif negative in

sputa liber expectorata
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Figura 4.3. Sensibilitatea (A) si specificitatea (B) microscopiei si Xpert MTB/RIif in
aspiratul bronsic la bolnavii cu rezultate negative ale ambelor teste in sputa liber

expectorata in intreaga cohorta si subgrupul de bolnavi cu istoric de tuberculoza
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Figura 4.4. Valoarea predictiva pozitiva (A) si valoarea predictiva negativa (B) ale
microscopiei si Xpert MTB/RIif in aspiratul bronsic la bolnavii cu rezultate negative ale
ambelor teste in sputa liber expectorati in intreaga cohorta si subgrupul de bolnavi cu

istoric de tuberculoza

113



Microscopia BAAR istoric de TB -{ro—

Microscopia BAAR ‘intreaga cohorti — ——

Xpert MTB/Rif isotirc de TB | H—

Xpert MTB/RIif intreaga cohorti = —o—i

1| 1 1 1 1 1
0.0 25 20 40 60 80 100

Raportul de probabilitate
pentru test pozitiv

Microscopia BAAR istoricde TB{ +e—

Microscopia BAAR intreaga cohorti{ ™

Xpert MTB/Rif isotirc de TB{ Heo—i

Xpert MTB/Rif intreaga cohorti { ®

i} 1 1 1 1 1
0.0 2.5 20 40 60 80 100

Raportul de probabilitate
pentru test negativ

Figura 4.5. Raportul de probabilitate pentru un test pozitiv (A) si raportul de probabilitate
pentru un test negativ (B) ale microscopiei si Xpert MTB/Rif in aspiratul bronsic la
bolnavii cu rezultate negative ale ambelor teste in sputa liber expectorata in intreaga

cohorta si subgrupul de bolnavi cu istoric de tuberculoza suportata
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Valoarea adaugatd a examindrii aspiratului bromsic in diagnosticul tuberculozei
pulmonare

Diagnosticul de tuberculoza a fost stabilit la 91 dintre pacientii inclusi in studiu, ulterior
la 11 dintre acestia tuberculoza a fost infirmatd (dupa initierea tratamentului). Astfel, la bolnavii
cu diagnostic definitiv de tuberculoza (n=80), cultura a fost pozitiva in 30 dintre cazuri: 3 (3,7%)
cazuri doar in sputa, 8 (10%) - in sputa si aspirat bronsic, 19 (23,7%) - doar in aspiratul bronsic
(Figura 4.6). La fel, Xpert MTB/Rif a fost pozitiv in 19/80 cazuri (23,7%), iar microscopia in 8
cazuri (toate Xpert MTB/Rif pozitive).

91 pacienti diagnosticati cu TB pulmonara
BAAR negativ, Xpert MTB/Rif negativ

11 pacienti diagnosticul de
tuberculoza infirmat dupa
initierea tratamentului

80 pacienti cu TB pulmonara
BAAR negativ, Xpert MTB/Rif negativ

30 (30%) bolnavi
cultura pozitiva 19 (23,8%) bolnavi 8 (10%) bolnavi
. . . Xpert MTB/Rif microscopia la BAAR
- 3 (3,7%) doar in sputa pozitiv pozitivi

- 8 (10%) 1n sputa si aspirat
- 19 (23,8%) doar 1n aspirat

Figura 4.6. Rata confirmarii microbiologice a tuberculozei pulmonare prin evaluarea

aspiratul bronsic la bolnavii cu microscopie si Xpert MTB/RIif negative in sputa
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4.2.3 Sinteza si interpretarea rezultatelor examindrii prin teste molecular genetice a
specimenelor de aspirat bronsic

In prezenta lucrare a fost apreciatd acuratetea diagnosticd a testelor microbiologice de
confirmare a infectiei cu M. tuberculosis la aplicarea acestora in specimenele de aspirat bronsic la
persoanele cu teste negative (Xpert MTB/Rif si microscopia BAAR) in sputa liber expectorata.
Testul de interes central in acest context a fost Xpert MTB/Rif in calitate de test rapid, larg
de sputd, concomitent fiind apreciata si acuratetea microscopiei BAAR 1in calitate de test rapid
clasic unicul disponibil anterior implementarii metodelor molecular genetice de diagnostic.
Rezultatele obtinute pentru Xpert MTB/RIf, la aplicare in aspiratul brongic, demonstreazd o
sensibilitate moderata combinata cu o specificitate excelenta. La fel, datele obtinute au demonstrat
cd examindrile pe probe de aspirat bronsic au permis confirmarea microbiologica a diagnosticului
de tuberculoza in o patrime dintre cazurile la care aceasta nu a fost posibil prin examenul doar a
probelor de sputa liber expectorata.

Utilizarea specimenelor bronhoscopice este unanim recunoscuta in calitate de una dintre
solutiile aplicate pentru confirmarea microbiologica a infectiei tuberculoase in formele
paucibacilare de boald [248]. De regula, in literatura dedicatd acestui subiect in calitate de
specimen bronhoscpic sunt examinate fie lavajul bronhoalveolar fie spaliturile bronsice [249]. In
prezenta lucrarea a fost apreciat rolul testarilor microbiologice in aspiratului bronsic, specimen
recoltat mai usor in timpul examinarii bronhoscopice (comparativ cu lavajul sau spalaturile
bronsice). Rezultatele obtinute demonstreazd pentru Xpert MTB/Rif o acuratete diagnostica
superioara microscopiei, care permite confirmarea rapida a M. tuberculosis la persoanele cu sputa
paucibacilara. In multe dintre lucrarile care au examinat performantele testului Xpert MTB/Rif in
superioare celor gasite in prezenta lucrare [248, 250], fapt intr-un fel firesc considerand ca in
calitate de criteriu de calificare a sputei ca microbiologic negativa era aplicat rezultatul negativ al
microscopiei si nu si a Xpert MTB/Rif ca in prezentul studiu. Astfel, rezultate prezentate
caracterizeaza performantele Xpert intr-o cohortd de pacienti cu un grad de paucibacilaritate
semnificativ mai exprimata decat in alte cohorte raportate in literatura.

Rezultatele descrise demonstreazd performante diagnostice mai modeste a Xpert
MTB/RIf in aspiratul bronsic la bolnavii cu anamnestic de tuberculoza. O scadere deosebit de
dramatica este 1n cazul specificitatii (redusa de circa 2 ori). Acest fenomen este unul predictibil,

rata rezultatelor fals pozitive fiind una sporita si in cazul examinarii probelor de sputa [251]. Cauza
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unei specificitati reduse de regula este determinata de potentiala expectorarea de catre pacienti cu
anamneza de boald tuberculoasa a unor micobacterii (fragmente de micobacterii) neviabile, intr-

un fel restante in leziunile sechelare posttuberculoase [252].

tip de probe biologice. In prezentul studiu evaluarea si compararea celor dou variante ale testului
Xpert nu a fost posibild, dar trebuie recunoscuta plauzibilitatea acestei abordari.

Dupd cum a fost mentionat si mai sus in circa o treime dintre toate cazurile de tuberculoza
pulmonara diagnosticate in Republica Moldova si In majoritatea térilor din regiunea Europeana a
OMS (zona cu un acces inalt la metodele de diagnostic microbiologic) confirmarea infectia cu M.
tuberculosis esueaza [21]. Conform rezultatelor obtinute in aceasta lucrare pana la o patrime dintre
bolnavii cu specimene paucibacilare de sputa pot fi confirmati microbiologic in caz de examinare
a specimenelor de aspirat bronsic. In mod firesc efectuarea bronhoscopiei impune accesibilitatea
la un serviciu serviciului bronhoscopic, in care activeaza medici experimentati in colectarea
specimenelor de interes cu asigurarea masurilor de control infectios. La ora actuala astfel de unitati
sunt disponibile intr-un numar minim de institutii medicale in Republica Moldova. Cu toate
acestea, includerea examindrii specimenelor bronhoscopice prin testele microbiologice de
identificare a M. tuberculosis in algoritmele de diagnostic este esentiald pentru managementul
adecvat al cazurilor paucibacilare de tuberculoza. Aceasta deoarece confirmarea microbiologica a
infectiei permite si stabilirea pattern-ului de rezistentd cu evitarea administrarii tratamentului
antituberculos ineficient la pacientii cu tuberculoza rezistenta la medicamente, in special la cei
MDR. In acest context reamintit faptul ci bolnavii de tuberculoza MDR constituie peste o treime
dintre toate cazurile de tuberculoza in Republica Moldova.

La doua treimi dintre pacientii diagnosticati cu tuberculoza in cohorta analizata (in pofida
examindrii aspiratului bronsic), diagnosticul de tuberculoza a fost stabilit in baza criteriilor clinico-
imagistice, iar la 11 dintre acestia ulterior a fost infirmat. Acest fapt atentioneaza inca o data asupra
pentru tuberculoza. Posibilitatea unor astfel de confuzii diagnostice in mare parte este conditionata
de accesul limitat la testele de confirmarea a altor boli de pe lista de diagnostic diferential al
tuberculozei pulmonare. Din pacate accesul la multe dintre aceste metode diagnostice este cost
dependentd si in consecintd mult redusd in tdrile cu venituri mici dar cu incidentd Inalta a

tuberculozei.
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Rezultatele prezentei analize trebuie interpretate din perspectiva unor limite
metodologice precum: imposibilitate de a stratifica rezultatele examinarilor microbiologice
conform statutului HIV al bolnavilor examinati, extinderii radiologice a leziunilor pulmonare, sau
a segmentului arborelui bronsic de unde a fost efectuatd colectarea aspiratului bronsic. La fel,
trebuie considerat faptul cd rezultatele sunt obtinute in cadrul unei institutii medicale de nivel
tertiar cu unitate bronhoscopicd in care activeazd medici 1nalt experimentati in efectuarea
examindrilor bronhoscopice de rand cu efectuarea examinarilor microbiologice intr-un laborator

cu un nivel Tnalt al calitatii.

4.3 Concluzii la capitolul 4

1. Implementarea Xpert MTB/Rif la nivel national s-a asociat cu reducerea semnificativa
a Intarzierii terapeutice la bolnavii adulti cu tuberculoza pulmonara multidrog rezistenta.

2. Performantele diagnostice al e microscopiei la BAAR in specimenele de aspirat bronsic
la bolnavii cu probe de sputd paucibacilarda se caracterizeazad prin sensibilitate redusa si
specificitate ridicata.

3. Performantele diagnostice ale Xpert MTB/Rif in specimenele de aspirat bronsic la
bolnavii cu probe de sputd paucibacilard se caracterizeaza prin sensibilitate moderatda, dar
superioara celei a microscopiei, si specificitatea inalta.

4. Aplicarea testarilor microbiologice in specimenele de aspirat bronsic contribuie la
confirmarea microbiologica suplimentard la o patrime dintre bolnavii de tuberculoza pulmonara

cu probe de sputa paucibacilara.
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S.INTERVENTII DE EFICIENTIZARE A TRATAMENTULUI
TUBERCULOZEI

5.1 Impactul asupra rezultatelor tratamentului a includerii badaquilinei in schemele
terapeutice la bolnavii cu tuberculoza MDR

Rezultatele tratamentului in tuberculoza MDR continua a fi sub nivelul celor dorite, rata
tratamentului de succes osciland in jurul valorii de 60% atat la nivel international cat si in
Republica Moldova [21]. Pe parcursul ultimelor decenii identificarea de noi medicamente si
scheme terapeutice eficiente in tuberculoza MDR a continuat sd fie o prioritate de cercetare in
acest domeniu. Rezultatul acestor eforturi a fost identificarea unui nou compus din grupul
diarilchinolonelor - badaquilina. Dupa licentierea internationald (2012-2103) in septembrie 2016
badaquilina a Inceput a fi utilizata in schemele de tratament la bolnavii cu tuberculoza MDR si in
Republica Moldova. Datele derivate din trialurile clinice de faza II B disponibile la acel moment
sugerau eficacitatea Tnalta a acestui medicament in cazurile de boald provocate de tulpini MDR
ale M. tuberculosis [166, 254]. Cu toate acestea eficienta utilizarii medicamentului in practica
cotidiand (“In viata reald”) in conditiile programelor nationale de control al tuberculozei (conditii
programatice) rimanea neevaluata. In prezentul capitol este apreciat impactul asupra rezultatelor
tratamentului a includerii badaquilinei in schemele terapeutice la bolnavii de tuberculozd MDR

aplicate in conditii programatice in Republica Moldova.

5.1.1 Material si metoda

A fost efectuat un studiu retrospectiv de tip caz-control, cu identificarea cazurilor perechi
in baza scorului de propensiune, in care au fost comparate rezultatele tratamentului la primii
bolnavi cu tuberculoza pulmonard MDR care au primit tratament cu badaquilind in Republica
Moldova in perioada anilor 2016-2018 (cohorta badaquilind) cu cele ale bolnavilor de tuberculoza
pulmonara MDR fara de tratament cu badaquilind (cohorta non-badaquilind), care au initiat
tratamentul in aceeasi perioadd in cadrul Programului national de raspuns la tuberculoza.
Constituirea cohortelor de studiu a fost realizati in baza scorului de propensiune. in ambele cohorte
au fost evaluate rata de conversie a sputei la termenul de 6 luni de la initierea tratamentului MDR,
timpul de conversie a sputei si rezultatul final al tratamentului conform definitiillor OMS si

TBNET.

Cardul studiului
In perioada de studiu in Republica Moldova pentru faza initiald a tratamentului bolnavii

cu tuberculozd MDR erau spitalizati intr-o singurd institutie medicala specializatd Institutul de
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ftiziopneumologie “Chiril Draganiuc”, care include doua clinici, la Chisiniu si Vorniceni. In
cadrul acestora spitalizarea initiala putea dura un timp variabil (in mediu 2-3 luni), de regula pana
la definitivarea schemei de tratament si obtinerea conversiei microscopiei sputei. Dupa externare
tratamentul bolnavilor cu tuberculoza MDR era administrat sub directd supraveghere (DOT) la
locul de trai al pacientului sub coordonarea medicului pneumoftiziolog din unitatea teritorial-
administrativa respectiva.

Medicamentele antituberculoase precum si examinarile de laborator si imagistice aferente
diagnosticului tuberculozei si monitorizarii tratamentului acesteia sunt oferite gratuit in Republica
Moldova. Deciziile privitor la schema initiala de tratament la bolnavii cu tuberculoza MDR si
posibilele ajustari ulterioare sunt efectuate de catre Comitetul national de management al cazului
de tuberculoza MDR. Acesta se intruneste cel putin o datd pe sdptamana. Toti pacientii
diagnosticati cu tuberculoza in Republica Moldova sunt inregistrati in baza de date electronica
SIME-TB, care contine informatii privitor la caracteristicile demografice, epidemiologice,

microbiologice si informatiile despre tratamentul bolnavilor de tuberculoza din tara.

Selectarea schemelor de tratament in tuberculoza MDR

Tratamentul bolnavilor cu tuberculozdi MDR 1n Republica Moldova se efectueaza in
conformitate cu prevederile Protocolului clinic national “Tuberculoza la adult”, care este ajustat
la recomandarile OMS in acest sens [255]. La momentul efectuarii studiului acesta prevedea ca
toti pacientii cu tuberculozd MDR sa initieze un tratament standard cu medicamente de lina a doua,
care includea o fluorochinolond, o aminoglicozida injectabila (capreomicina sau amikacina),
etionamida, cicloserina si pirazinamida. Ulterior acesta putea suferi anumite ajustari o datd cu
obtinerea rezultatelor testelor de sensibilitate la medicamente (TSM). Durata tratamentului in cazul
aplicarii acestei scheme standardizate de tratament era ancoratd la conversia sputoculturii si
includea o faza initiald (intensiva) cu o durata de 6-8 luni, urmata de o faza de continuare de 12-
16 luni. Monitorizarea eficacitatii tratamentului In mod obisnuit include efectuarea lunara a
sputoculturii pand la atingere conversiei sputei dupa care trimestrial. La fel, cel putin trimestrial
este efectuatd evaluarea imagistica prin radiografie toracica si dupa caz aprecierea unor parametri
biochimici ai sangelui.

Odati ce badaquilina a devenit accesibila si in Republica Moldova aceasta initial a fost
inclusd in tratamentul celor mai gravi bolnavi cu rezistentd extinsd la medicamentele
antituberculoase. Prescrierea Tnalt selectiva era conditionata atat de recomandarile OMS de la acea

indicatiile pentru utilizarea acesteia au devenit usor mai permisive iar, schemele de tratament cu
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badaquilind au fost prescrise majoritatii bolnavilor cu MDR cu rezistentd documentata la
fluorochinolone, precum si celor care au suferit esec terapeutic pe o schema de tratament fara de
badaquilina. Odata cu revizuirea in 2019 de catre OMS a recomandarilor (inclusiv a prioritatii
medicamentelor) pentru tratamentul tuberculozei MDR, schemele de tratament cu badaquilina au
inceput a fi indicate inclusiv pacientilor cu tuberculozd MDR de tip caz nou, fara de rezistenta
aditionald la alte medicamente antituberculoase de linia doi. Pacientii care au initiat tratamentul
cu badaquilind pe langd monitorizarea de baza, descrisa mai sus, au fost evaluati prin ECG (in
saptamanile 2, 4, 8 si 24 de administrare a badaquilinei, precum si suplementar la solicitarea

medicului in supravegherea caruia se afla bolnavul).

Selectarea loturilor de studiu

Cohortele de studiu (badaquilind si non-badaquilind) au fost selectate din baza de date
SIME-TB din care au fost extrase toate cazurile de boala MDR inregistrate in perioada 2016-2018.
Intervalul de timp selectat a fost in mare parte conditionat de probabilitatea maxima de finalizare
a tratamentului MDR de catre bolnavii inclusi 1n studiu la momentul extragerii datelor primare din
SIME-TB (a. 2020). Astfel, dintre cazurile identificate 1n studiu au fost inclusi toti bolnavii adulti
(mai mari de 18 ani) cu tuberculoza pulmonard confirmatad prin culturd, care au finalizat
tratamentul al momentul extragerii datelor primare (inclusiv cazurile de pierdere din supraveghere
si cele de deces). Cazurile de boald neconfirmate prin cultura, cele pediatrice sau extrapulmonare
au fost excluse din analiza efectuati. In baza criteriului de administrare a badaquilinei in episodul
respectiv de boala toti bolnavii identificati au fost atribuiti la una din cele doua cohorte de studiu
(badaquilind sau non-badaquilind). Cohortele rezultate au fost potrivite in baza scorului de
propensiune utilizind urmatoarele variabilele: varsta, sexul, zona de resedinta, prezenta leziunilor
cavitare, statutul HIV, microscopia pozitiva la initierea tratamentului, rezistenta la fluorchinolone,
istoric de tuberculoza si medicamentele utilizate in tratament in episodul curent (fluorochinolone,
capreomicind, amikacina, linezolid, etionamida, cicloserind, imipenem, acid para-aminosalicilic,

pirazinamida, etambutol, isoniazida (in doze crescute), clofazemina si delamanid).

Analiza statistica

Prelucrarea statistica a fost efectuatd cu ajutorul programului R versiunea 3.6.3.
Variabilele continue au fost prezentate ca mediane cu intervalul dintre cuartile, iar cele categoriale
ca valori procentuale. Scorul de propensiune in baza logit a fost calculat cu ajutorul pachetului R

MatchIT utilizind variabilele enumerate mai sus. In baza scorului pentru fiecare dintre bolnavii
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2966 pacienti TB-MDR

Tratament initiat 2016-2018

(inclusiv 203 pacienti tratati cu badaquilind)

35 pacienti
forme extrapulmonare

434 pacienti
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332 pacienti
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pacienti pediatrici
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115
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114 pacienti 114 pacienti
cohorta badaquilini cohorta non-
bedaquiline

Figura 5.1. Selectarea cohortelor de studiu
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din cohorta badaquilind a fost identificat un bolnav cu scorul maxim apropiat din cohorta non
badaquilina. Potrivirea in baza scorului de propensiune a fost testatd cu ajutorul pachetul R table
one si standardizat prin valoarea medie a diferentelor. Pentru variabilele continue tipul de
distributie a fost verificat prin testul Shapiro-Wilk.

Pentru prezentarea graficd a rezultatelor a fost aplicat programul Graphpad Prism

(GraphPad Software, La Jolla, California, USA).

5.1.2 Rezultatele tratamentului la bolnavii cu scheme de tratament cu si fara de
badaquilina

In perioada de studiu (2016-2018) in baza de date SIME-TB au fost inregistrate 2966 de
pacienti care au initiat tratamentul pentru tuberculoza MDR (inclusiv 203 pacienti care au
administrat si badaquilind). Din studiu au fost exclusi: 332 de bolnavi care incd nu incheiasera
tratamentul la momentul extragerii datelor primare, 35 de bolnavi cu tuberculoza extrapulmonara
si 434 de pacienti cu rezultatele culturii negative sau absente la momentul stabilirii diagnosticului
(Figura 5.1). Astfel, in analiza efectuata au fost incluse 2069 de bolnavi cu tuberculoza MDR.
Dintre acestia 115 au fost repartizati in cohorta badaquilina si 1954 1n cohorta non-badaquilina.
Dupa potrivirea in baza scorului de propensiune in fiecare dintre cohorte au fost inclusi cate 114
bolnavi. Intre aceste cohorte nu erau diferente statistic semnificative in ceea ce priveste varsta,
sexul, mediul de trai, microscopia BAAR pozitiva la initierea tratamentului, prezenta leziunilor

cavitare, rezistenta la fluorochinolone si anamneza de tuberculoza (Tabelul 5.1)

Tratamentul administrat

Medicamentele incluse in schemele de tratament ale bolnavilor din studiu sunt prezentate
in tabelul 5.2. Dupa potrivirea in baza scorului de propensiune cohortele studiate erau comparabile
dupa medicamentele utilizate exceptie fiind badaquilina.

La toti pacientii administrarea badaquilinei a fost initiatd in spital. La 21 dintre bolnavi
badaquilina fost inclusd in schema initiala de tratament, iar la ceilalti 93 a fost aplicata pentru
ajustarea schemei initiale, secundar identificarii rezistentei fatd de unele medicamentele. Dintre
bolnavii tratati cu badaquilind 50,9% au initiat tratamentul dupa cel putin un episod precedent de
boala finalizat cu esec al tratamentului. La 50 dintre cei 93 de bolnavi la care badaquilina a fost
inclusa 1n schema de tratament pentru ajustarea terapiei, medicamentul a fost addugat sau substituit
de unul singur. Mediana duratei de timp de administrare a badaquilinei a fost 34 [24-40] de

saptamani. Extinderea duratei de administrare a badaquilinei a fost decisa de catre comitetul de
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Tabelul 5.1. Caracteristica cohortelor studiate, badaquilina si non-badaquilina

Pana la potrivirea dupa scorul de propensiune

Dupa potrivirea dupa scorul de propensiune

Badaquilin | Non-Badaquilina | DMS Badaquilina Non- p DMS
a (n=1954) (n=114) Badaquilina
(n=115) (n=114)
Varsta (mediana; IC) 37 (31-44) 39 (32-50) 0,02 0,27 37 (31 -44) 39 (32 -46) 0,4 0,12
Sex (barbati) 88 (76,5%) 1549 (79,3%) 0,5 0,07 87 (76,3%) 85 (74,6%) 0,8 0,04
Domiciliu mediu rural 57 (50%) 1066" (55,6%) 0,3 0,10 57 (50,0%) 52 (45,6%) 0,5 0,09
Leziuni cavitare 94 (81,7%) 1165% (60,2%) <0,0001 | 0,49 93 (81,6%) 98 (86,0%) 0,4 0,12
Statut HIV pozitiv 17 (14,8%) 276 (14,1%) 0,8 0,02 17 (14,9%) 19 (16,7%) 0,7 0,05
Microscopie pozitiva 85 (73,9%) 1122 (57,4%) 0,0005 0,35 84(73,7%) 93 (81,6%) 0,1 0,19
Rezistenta la FQ 76 (72,4%) 485 (29,6%) <0,0001 | 0,94 76 (73,1%) 73 (69,5%) 0,6 0,08
Istoric de tuberculoza 0,78 0,10
esecul tratamentului | 59 (51,3%) 364 (18,6%) <0,0001 58 (50,9%) 58 (50,9%) 0,7
pierderea din supraveghere | 18 (15,7%) 271 (13,9%) 0,6 18 (15,8%) 29 (25,4%) 0,2
recidiva | 15 (13,0%) 446 (22,8%) 0,01 15 (13,2%) 7 (6,1%) 0,7
caz nou | 23 (20,0%) 873 (44,7%) <0,0001 23 (20,2%) 20 (17,6%) 0,7

FQ - fluorochinolone; IC - intervalul dintre cuartile; TB - tuberculoza; DMS - diferenta medie standardizatd; * - 1936 cazuri analizate.
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Tabelul 5.2. Medicamentele incluse in schemele de tratament

Pana la potrivirea dupa scorul de propensiune

Dupa potrivirea dupa scorul de propensiune

Badaquilina Non- Badaquilina Non-
(n=115) Badaquilina | DMS (n=114) Badaquilina p SMD
(n=1954) (n=114)

Fluorochinolone 97 (83,4%) 1873 (95,9%) | <0,0001 0,39 96 (84,2%) 100 (87,7%) 0,4 0,10
Capreomicina 87 (75,7%) 1817 (93,0%) | <0,0001 0,49 86 (75,4%) 93 (81,6%) 0,3 0,15
Amikacina 7 (6,1%) 151 (7,7%) 0,5 0,06 7 (6,1%) 5 (4,4%) 0,5 0,08
Linezolid 98 (85,2%) 851 (43,5%) | <0,0001 0,96 98 (86,0%) 103 (90,4%) 0,3 0,14
Etionamida 66 (57,4%) 1585 (81,1%) | <0,0001 0,53 65 (57,0%) 65 (57,0%) 1,000 <0,001
Cicloserina 112 (97,4%) 1910 (97,8%) 0,8 111 (97,4%) 111 (97,4%) 1,000
Imipenem 62 (53,9%) 252 (12,9%) | <0,0001 0,96 62 (54,4%) 62 (54,4%) 1,000 <0,001
PAS 54 (47%) 1123 (57,5%) 0,03 0,53 54 (47,4%) 51 (44,7%) 0,7 <0,001
Pirazinamida 111 (96,5%) 1915 (98%) 0,3 0,09 110 (96,5%) 110 (96,5%) 1,000 <0,001
Etambutol 2 (1,7%) 235 (12,0%) | 0,0007 0,41 2 (1,8%) 1 (0,9%) 0,6 0,08
Izoniazida (doze crescute) 30 (26,1%) 231 (11,8%) | <0,0001 0,37 29 (25,4%) 23 (20,2%) 0,3 0,12
Clofazimina 10 (8,7%) 9 (0,5%) <0,0001 0,4 9 (7,9%) 5 (4,4%) 0,3 0,15
Delamanid 3(2,61%) 3(0,15%) | <0,0001 0,21 3 (2,6%) 2 (1,8%) 0,6 0,06

DMS - diferenta medie standardizata
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management al cazului de tuberculoza MDR, printr-o abordare individualizatd in cazurile cu
ameliorare radiologica lenta, in special n cazurile cu cavitati persistente, precum si in cele cu
sputoculturi pozitive la termenul de 5-6 luni de tratament, sau in cazurile cu esecuri repetate ale
tratamentului pentru tuberculoza MDR.

In cazul a 15 bolnavi administrarea badaquilinei a fost intreruptd in primele 20 de
saptamani (la 10 bolnavi a fost stopatd la solicitarea pacientului, la 4 bolnavi a fost decizia

medicului pneumoftiziolog din ambulatoriu si intr-un caz din cauza reactiilor adverse).

Reactiile adverse asociate administrarii badaquilinei

Din baza de date SIME-TB au putut fi identificate doar reactiile adverse care au dus la
stoparea administrarii medicamentului. Astfel 55 de astfel de evenimente au fost inregistrate la 43
(37,8%) dintre bolnavii din cohorta badaquilind si 50 de episoade la 38 (43,8%) de bolnavi in
cohorta nonebdachilini. Dintre acestea doar unul a fost asociat cu badaquilina, fiind vorba despre
un caz de sindrom comitial dupd 7 sdptamani de administrare a medicamentului. La nici unul din
pacientii care au administrat badaquilind (n=114) nu a fost Inregistratd prelungirea critica a

intervalului QT (QTc¢ > 500 ms).

Rezultatele tratamentului

Rata de conversie a sputei la 6 luni de la initierea tratamentului MDR la bolnavii care au
primit scheme de tratament care includeau badaquilina a fost semnificativ mai mare comparativ
cu cohorta non-badaquilina (66,7% versus 40,3%, p <0,001, Tabelul 5.3). La fel, conversia sputei
in cohorta badaquilind a fost atinsd semnificativ mai rapid comparativ cu cohorta non-badaquilina
(pana la termenul de o luna [0-1] versus 1 [0-3] luna, p < 0,001, Figura 5.2).

La aprecierea rezultatelor finale ale tratamentului in baza criteriilor OMS (2014) in
cohorta badaquilind a fost gdsitd o ratd mai mare a tratamentului de succes si mai redusd a
mortalitatii comparativ cu cohorta non-badaquilind (55,3% versus 24,6%, p < 0,001 si respectiv
8,8% versus 20,2%, p < 0,001). In acelasi timp, rata esecului a fost similara (27,2% versus 29,8%,
p=0,7).

Aprecierea rezultatelor finale ale tratamentului in cohortele studiate in baza criteriilor
TBNET a fost posibila in 92/114 (80,7%) dintre bolnavi in cohorta badaquilina si 107/114 (88,6%)
bolnavi in cohorta non-badaquilina. In acest caz bolnavii din cohorta badaquiling, la fel, au avut o
ratd mai mare de vindecare si ratd mai mica de deces, respectiv 43,5% versus 19,6% (p=0,004) si

10,9% versus 25,2% (p=0,01, Tabelul 5.3).
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Rata tratamentului de succes la pacientii anamnestic de esec al tratamentului tratati cu
scheme ce contin badaquilina

In cohorta badaquilinei a fost inclusi 58 (50,9%) de bolnavi cu istoric de cel putin a unui
episod de esec al tratamentului tuberculozei MDR. Rata de conversie a sputei la termenul de 6 luni
de la initierea tratamentului la acesti bolnavi a constituit 55,2% (32/58), iar rata de vindecare a
constituit 41,4% (24/58) conform criteriilor OMS si 31,4% (61/51) conform criteriilor TBNET
(Tabelul 5.4).

Tabelul 5.3. Rezultatele tratamentului conform definitiilor OMS (2014) si TBNET

in cohorta badaquilina si non badaquilina

- non-
Badaquilina o RR
_ Badaquilina p o/ 1%
(n=114) (n=114) (95%]I1)
Rata de conversie a sputeila 6 o 0 1,65
luni 76 (66,7%) 46 (40,3%) <0,001 (127-2.16)
Rezultatele finale ale
tratamentului dupa OMS
2,25
. 0 0 b
Vindecat 63 (55,3%) 28 (24.6%) <0,001 (1,58-3,25)
0,91
0 0 b
Esec 31 (27,2%) 34 (29,8%) 0,7 (0,60-137)
0,43
o 0 b
Deces 10 (8,8%) 23 (20,2%) <0,001 (0,22 —0,85)
0,34
. . 0 0 4
Pierdut din supraveghere 10 (8,8%) 29 (25,4%) <0,001 (0,17-0,65)
Rezultatele finale ale
tratamentului dupi TBNET *
2,21
. 0 0 s
Vindecat 40 (43,5%) 21 (19,6%) 0,004 (1,43-3.48)
0,77
0 0 b
Esec 36 (39,2%) 54 (50,5%) 0,1 (0,56-1,06)
0,43
o0 0 b
Deces 10 (10,9%) 27 (25.2%) 0,01 (0,22-0,82)
2,32
. . [ [ ’
Pierdut din supraveghere 6 (6,5%) 5 (4,7%) 04 (121-4.52)

#-92 de cazuri in cohorta badaquilind su 107 in cohorta non-beachilini (cazurile care nu au fost
incluse cu au incheiat supraveghere in perioada de post tratament de un 1 an, la momentul colectarii
datelor primare).

Rata de conversie a sputoculturi la 6 luni de tratament la bolnavii tratati cu badaquilina
fara istoric de esec al tratamentului MDR a constituit 82,1% (56 pacienti), iar rata de vindecare -
69,9% (39/56) apreciata dupa definitiile OMS si 58,5% (24/41) apreciata dupa criteriile TBNET
(Tabelul 5.4), ambii parametri fiind semnificativ mai buni decat la bolnavii cu istoric de esec al

tratamentului (p = 0,003 sip =0,01, respectiv).

128



Tabelul 5.4. Rezultatele tratamentului conform definitiilor OMS (2014) si TBNET la

bolnavii cu si fira de anamnestic de tuberculoza in cohorta badaquilina

Cu istoric de Fara istoric de p
esec al esec al
tratamentului tratamentului
(n=58) (n=56)
Rata de conversie a sputei la 6 luni 32 (55,2%) 44 (78,6%) 0,007
Rezultatele finale ale tratamentului dupa
OMS
Vindecat 24 (41,4%) 39 (69,6%) 0,003
Esec 22 (37,9%) 9 (16,1%) 0,01
Deces 4 (6,9%) 6 (10,7%) 0,5
Pierdut din supraveghere 8 (13,8%) 2 (3,6%) 0,09

Rezultatele finale ale tratamentului dupa

TBNET?

Vindecat 16 (31,4%) 24 (58,5%) 0,01
Esec 26 (50,1%) 10 (24,4%) 0,01
Deces 4 (7,8%) 6 (14,6%) 0,3
Pierdut din supraveghere 5 (9,8%) 1(2,4%) 0,2

#_51 de cazuri in cohorata cu istoric de esec si 41 de cazuri in cohorta fira de esec (cazurile care
nu au fost incluse cu au incheiat supraveghere in perioada de post tratament de un 1 an, la
momentul colectarii datelor primare).

5.1.3 Sinteza si interpretarea rezultatelor obtinute

In prezentul capitol au fost evaluate rezultatele tratamentului la pacientii cu tuberculoza
MDR in Republica Moldova care au primit badaquilind comparat cu rezultatele tratamentului la
pacientii cu tuberculozd MDR schemele de tratament ale carora nu au inclus badaquilina. Scopul
acestei evaludrii a fost verificarea eficacitdtii terapeutice a badaquilinei, anterior demonstrata in
studii clinice randomizate, in conditiile utilizarii badaquilinei in practica clinica curenta intr-o zona
cu povari naltd a tuberculozei MDR. In rezultatul analizei efectuate a fost demonstrat ca pacientii
tratati cu scheme de tratament care contin badaquilina ating mai rapid conversia culturii sputei si
au o rata mai Tnaltd de conversie la 6 luni de tratament, o ratd mai mare de vindecare si o ratd mai
mica a mortalitdtii, comparat cu cei fara de badaquilind in schema de tratament.

In alte studii care au evaluat eficacitatea badaquilinei rata conversiei sputei la termenul
de 6 luni de tratament a variat intre 64-100%, iar rata tratamentului de succes intre 52-85%, ambele
variabile fiind semnificativ mai mari la bolnavii care au primit badaquilina versus cei cu tratament

fara de badaquilind [166, 254, 256-259]. Similar in analiza prezentatd, pacientii tratati cu
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badaquilina au avut o ratd mai inaltd a conversiei sputei si a tratamentului de succes decat cei fara
de badaquilina. Valoarea adaugata a acestor date rezida in posibilitatea de a contrapune rezultatele
tratamentului (atat intermediare cat si finale) obtinute la bolnavii cu badaquilina cu o cohorta de
bolnavi comparabili, dupa parametrii clinici si epidemiologici de baza, care au primit Ingrijirile
medicale in conditiile ’de rutina” ale aceluiasi sistem medical. Lipsa unui astfel grup de comparatie
era anuntat printre limitarile studiilor dedicate acestui subiect [258, 260, 261]. Astfel, rezultatele
obtinute demonstreaza eficacitatea si fezabilitatea utilizarii schemelor de tratament care contin
badaquilina, la utilizarea in conditii programatice, intr-o regiune cu rata inalta a tuberculozei MDR.

Rata tratamentului de succes observatd in prezenta cohorta este printre cele mai reduse
comparativ cu cea din alte studii (55,3%), chiar daca schemele de tratament au inclus linezolid si
imipenem, medicamente care, la fel, se asociaza cu o ratd mai buna a tratamentului de succes [262].
Aceasta Tn mare parte a putut fi conditionat de faptul ca pacientii din ambele cohorte analizate in
acest studiu pot fi caracterizati ca pacienti extremi de dificili. Astfel, 73% dintre bolnavi erau
infectati cu tulpini de M. tuberculosis cu rezistentd aditionala la fluorochinolone, 81% prezentau
leziuni cavitare, iar 80% erau cu istoric de cel putin un episod precedent de tuberculoza, toti acesti
factori asociindu-se cu rezultate proaste ale tratamentului la bolnavii cu tuberculoza MDR [262].
Cu toate acestea rezultatele mai proaste ale tratamentului observate in cohortele analizate ar putea
fi cauzate si de aderenta redusd la tratament in cadrul actualului episod de boala, aceasta
considerand faptul ca 64% dintre bolnavii studiati sunt cazuri dupa esec al tratamentului precedent.
Pentru ameliorarea aderentei la tratamentul tuberculozei, pe parcursul ultimilor ani in Republica
Moldova au fost implementate mai multe interventii, extinderea si fortificarea lor ar putea
contribui la diminuarea nonaderentei [191, 263].

Unul dintre factorii care potential ar fi putut influenta rezultatul tratamentului este o
eventuald diferentd in durata de spitalizare a bolnavilor din cele doua cohorte. Din pacate, datorita
caracterului retrospectiv al acestei analize, aceste informatii nu au fost disponibile pentru
interpretare. In consecinta acest aspect a fost trecut pe lista limitelor prezentului studiu.

Pentru evaluarea rezultatelor tratamentului la bolnavii studiati au fost aplicate definitiile
Protocolului clinic national, care sunt in conformitate cu cele ale OMS, si definitiile TBNET [264].
Aplicarea definitiilor TBNET a permis evaluarea potentialelor recidive ale bolii pe parcursul
primului an de la finalizarea tratamentului. Rata mai mare a cazurilor de esec la evaluarea in baza
criteriilor TBNET a fost datda in special de cazurile pierdute din supraveghere, care aveau
sputocultura pozitiva la reluarea tratamentului dupa mai multe luni de intrerupere, aspect observat

si in alte cohorte [265].
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In studiile de faza IIB aplicarea badaquilinei in tratamentul bolnavilor cu tuberculoza
MDR a fost asociat cu un risc sporit de deces [254]. Cu toate acestea datele ulterioare au
demonstrat o letalitate semnificativ mai joasd la bolnavii tratati cu scheme cu badaquilind
comparativ cu schemele standard de tratament [266]. Datele analizei incluse in prezenta lucrare,
la fel, sugereaza o mortalitate joasa la pacientii tratati cu badaquilind. Acest aspect este descris
pentru prima data la bolnavii tratati in cadrul programelor de control al tuberculozei in Europa de
Est, fiind anterior raportat in cohorta nationala din Africa de Sud.

In tarile din Estul Europei accesul limitat la medicamentele antituberculoase este un
fenomen frecvent [201]. Utilizarea redusa a delamanidului si a clofaziminei in ambele cohorte
studiate reflectd aceeasi realitate din perioada de desfasurare a studiului. Printre cauzele de baza
de acces intarziat la medicamentele antituberculoase aprobate de catre OMS, in tari precum
Republica Moldova, frecvent este finantarea insuficientd a sistemului de sandtate si in consecintd
gradul sporit de dependenta de finantarea din partea donatorilor internationali, iar in unele cazuri
nivelul exagerat al birocratiei si inertia autoritdtilor [267]. Astfel, badaquilina a devenit accesibila
pentru prima data in Republica Moldova doar in septembrie 2016, la trei ani de la aprobarea
internationald. Cu toate acestea o datd cu cresterea gradului de permisivitate a utilizarii
badaquilinei din partea OMS s-a observat o crestere semnificativd a disponibilitatii
medicamentelor precum badaquilina, clofazimina sau delamanidul, ceea ce ofera sperante privitor
la cresterea in viitor a ratei tratamentului de succes la bolnavii cu tuberculoza MDR.

Unul dintre punctele mai putin optimiste ale datelor prezentate in contextul acestui studiu,
este dat de rata foarte Tnalta a cazurilor in care badaquilina a fost inclusa de una singura in schema
de tratament (in caz de rezistentd sau reactii adverse la alt medicament). Aceasta situatie potential
este secundara accesului limitat la spectrul complet de medicamente antituberculoase in tari
precum Republica Moldova. Cu toate acestea trebuie constientizat faptul riscului sporit de
generare rapida a rezistentei la badaquilind asociat cu o asemenea practici in farmacoterapia
tuberculozei MDR [268]. Datorita caracterului retrospectiv al acestei analize (respectiv a lipsei
datelor privitor la TSM-ul pacientilor pe parcursul tratamentului) in prezenta lucrare nu a fost
posibil aprecierea rezistentei dobandite fatd de badaquilind. Un alt factor de risc sporit pentru
dezvoltarea rezistentei la badaquilind, in cohorta studiata, este dat de intreruperea Intr-un numar
semnificativ de bolnavi a tratamentului cu badaquilind doar dupa cateva sdptamani de terapie (14
bolnavi, 12,3%). Diversificarea spectrului de medicamente antituberculoase disponibile si
imbunatatirea managementului cazurilor de tuberculoza MDR 1n special la etapa de ambulatoriu
este esentiald pentru prevenirea dezvoltarii rezistentei fata de noile medicamente antituberculoase

in Republica Moldova, precum si in alte tari din regiune.
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Informatia, doar partiala privitor la efectele adverse asociate tratamentului antituberculos
la bolnavii studiati limiteaza concluziile privitor la tolerabilitatea generalda a medicatiei cu
badaquilina. Rata generala joasa a tuturor reactiilor adverse observata in ambele cohorte studiate
mai curand este determinata de raportarea incompleta a reactiilor adverse in baza de date utilizata
in acest studiu. In acelasi timp, datele disponibile confirmi frecventa redusi a efectelor
cardiotoxice asociate badaquilinei, chiar la utilizarea in combinatie si cu alte medicamente care
pot determina prelungirea intervalului QT. Aceastd observatie corespunde si altor date din
literatura dedicate acestui subiect [269], suplimentar confirmand riscul redus a efectelor adverse

cardiace inclusiv la utilizarea medicamentului n conditii programatice.

5.2 Utilizarea izoniazidei in tratamentul bolnavilor cu tuberculozd multidrog
rezistenta

Una dintre schemele recomandate pentru tratamentul tuberculozei MDR, la ora actuala
de catre OMS, are o durata standard de 9 luni si contine medicamente cu administrare exclusiv per
os, inclusiv badaquilina administrata 6 luni. Afara de badaquilind in primele 4-6 luni de tratament
schema mai include levo-/moxifloxacind, etionamida, etambutol, izoniazida (in doze mari 15-20
mg/kg) pirazinamida si clofazimind, iar in urmatoarele 5 luni - levo-/moxifloxacina, clofazimina,
etambutol si pirazinamida. La fel, etionanamida poate fi substituita cu linezolidul (600 mg zilnic)
pentru o duratd de 2 luni. Aceastd recomandare este bazata pe rezultatele utilizarii acestei scheme
in practica curenta in Africa de Sud precum si pe meta-analiza datelor individuale a unei cohorte
combinate de pacienti cu tuberculozd MDR efectuata de catre OMS [270, 271].

Contraindicatiile de baza pentru utilizarea acestui regim de tratament sunt date de
expunerea anterioard la medicamentele antituberculoase utilizate in tratamentul tuberculozei
MDR, rezistenta demonstrata fatd de medicamentele incluse in schema terapeutica (in special fata
de fluorochinolone), precum si severitatea bolii. In acest context sunt firesti ezitirile de aplicare
empirica (anterior cunoasterii rezultatelor TSM) a acestei scheme de tratament in tarile din
Regiunea Europeana a OMS. Aceasta datorita faptului ca tulpinile MDR de M. tuberculosis din
aceastd arie geograficd se caracterizeazd printr-o frecventd naltd a rezistentei aditionale la
medicamentele antituberculoase (complementar celei la izoniazida si rifampicind). Din analiza
rezultatelor TSM fenotipice rezultd cd mai putin de 10% dintre bolnavii cu tuberculozd MDR din
aceasta regiune ar fi eligibili pentru schema de tratament amintita [272].

Rezistenta fatd de izoniazida a tulpinilor de M. tuberculsois este cauzata fie de mutatii in
gena katG fie de mutatii din gena inhA. In cazul mutatiilor in inhA rezistenta tulpinilor de M.

=%

tuberculosis fatd de izoniazida este una “’joasd” spre deosebire de mutatiile din katG, care se
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asociaza cu un grad inalt de rezistentd. Altfel spus, in cazul mutatiilor In inhA concentratia minima
inhibitorie (CMI) a izoniazidei este mai mare decat la tulpina de referintd (sensibila fata de
izoniazidd), dar mai mica decat la tulpinile cu mutatii in katG. Astfel, utilizarea unor doze usor
crescute de iozniazida ar putea depasi CMI in cazul mutatiilor in inhA si ar avea efect bactericid
asupra tulpinilor respective [273]. Prin urmare utilizarea dozelor sporite de izoniazida la bolnavii
cu tuberculoza MDR (prin definitie rezistentd la izoniazida) este argumentata doar in cazul in care
rezistenta fatd de acest medicament este conditionatd de mutatii In gena inhA si este inutila si
potential periculoasi in cazul tulpinilor cu mutatii in katG. In analiza inclusa in acest capitol este
analizata rationalitatea aplicarii empirice a izoniazidei in doze mari (15-20 mg/kg) in tratamentul

tuberculozei MDR inclusiv ca parte a schemei orale de tratament de 9 luni.

5.2.1. Material si metoda

Pentru a determina numarul bolnavilor cu tuberculozd MDR la care ar fi argumentat
tratamentul cu doze mari de izoniazida in Republica Moldova, a fost analizat spectrul mutatiilor
asociate cu rezistenta la izoniazida la tulpinile de M. tuberculosis cu pattern MDR prin aplicarea

testelor PCR de hibiridizare liniara si a secventierii de noud generatie a ADN-ului micobacterian.

Identificarea tulpinilor de M. tuberculosis testate prin PCR prin hibridizare liniard

In studiu au fost incluse rezultatele tuturor examinirilor rezistentei genotipice prin
metoda Genotype MTBDR plus ver.1 (Hain Life Science, Nehren, Germany) a tulpinilor MDR de
M. tuberculosis, care conform protocoalelor Laboratorului National de Referintd 1in
micobacteriologia tuberculozei (LNR) au fost examinate in perioada 2010 - 2016 in cadrul LNR.
Datele au fost extrase din registrele respective ale LNR in care sun pastrate bandeletele de celuloza
de pe care sunt citite rezultatele testarii prin Genotype MTBDR plus. In scopul prezentului studiu
aceste bandelete au fost evaluate de novo, in special apreciatd sensibilitatea genotipica fata de
izoniazida.

Testul Hain MDR-TB plus (Nehren, Germany) este un test hibridizare liniara, care
include urmatoarele etape de efectuare: a) extragerea ADN-lui din materialul cultivat pe medii
lichide/solide sau din materialul nativ (probele decontaminate de sputa atait BAAR pozitive cat si
negative) de la bolnavul/persoana suspectd; b) amplificarea multiplexa cu ajutorul primerilor si
ADN-polimerazei termostabile; ¢) revers-hibridizarea; d) citirea rezultatelor. Hibridizarea include
urmatoarele etape: denaturarea chimicd a produselor amplificérii, hibridizarea lanturilor
monocatenare a amplicoanelor marcate cu biotind (ADN-sonde) cu probele de ADN legate de

membrana nitrocelulozicd (bandelete), spdlarea minutioasd, adaugarea conjugatului fosfataza
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alcalind/streptavidina, reactia in prezenta fosfatazei alcaline in urma careia apar benzile respective
pe bandelete. Fiecare dintre etapele enumerate au fost efectuat de catre personalul instruit de

laborator conform procedurilor operationale standard in vigoare si recomandarilor OMS [123,
235].
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Figura 5.3 Citirea rezultatelor testelor LPA Hain MDR-TB plus (Nehren,
Germany). Imaginile din figura ilustreaza rezultatul evaluarii sensibilitatii la rifampicina
(in baza genei rpoB) si la izoniazida (in baza genelor katG si inhA). Testele confirma
rezistenta pentru izoniazida si rifampicina. Despre sensibilitatea fata de medicament se
decide in baza prezentei tuturor benzilor colorate (rezultatul amplificarii si hibridizarii
ADN) corespunzatoare tipului salbatic al genei (wild type - WT). in cazul lipsei uneia dintre
benzile WT si/sau aparitiei unei benzi corespunzatoare tipului mutant al genei (MUT), se
conchide despre prezenta rezistentei. Astfel, in cazul rifampicinei (rpoB) lipseste banda
corespunziatoare rpoBWTS si este prezenta banda rpoBMUT3, ceea ce atesta rezistenta
fata de acest medicament. Celelalte benzi (CC, A, M) servesc pentru validarea testului, in

timp ce banda TUB confirma identificarea M. fmuberculosis.

134



Rezultate LPA disponibile

n=5828
Rezultat LPA negativ
n=1573
Tulpini de la acelasi bolnav
n=628
A 4
Teste LPA singulare pozitive
n=3625
Tulpini izoniazid sensibile
rifampicin rezistente
Tulpini izoniazid sensibile n=425
rifampicin sensibile
n=1014
Tulpini izoniazid srezistente
rifampicin sensibile
n=174
A4
Tulpini MDR
n=2012

Figura 5.4. Identificarea tulpinilor de M. tuberculosis pentru testare PCR prin hibridizare

liniara.

Citirea rezultatelor LPA a fost efectuata vizual, conform recomandarilor producatorului,
fiecare bandeleta fiind examinat independent de 2 evaluatori (Figura 5.3). In caz de divergente a
concluziilor de interpretare a rezultatului, bandeletele respective au fost discutate, iar decizia

privind rezultatul final a fost luatd prin acordul comun al ambilor evaluatori.
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5856 pacienti TB-MDR care au initiat
tratamentul 2013-2018

A 4

1255/5856 (21,4%) pacienti TB-MDR 2013-
2018 cu cel putin o cultura in repezitoriul LNR

A

360/1255 (28,7%) de tulpini unice MDR /
XDR 2013-2018 selectate aliator (60 pentru
fiecare an)

28 - nu au putu fi crescute sau au fost
contaminate

A 4

A

332/1255 (26,5%) tulpini la care s-a extras
ADN si sa efectuat WGS

19 - R/H sensibile in baza WGS
9 — genotipuri mixte

v

16 de la acelasi pacient dintr-un episod
diferit de boala

A 4

A 4

288/1255 (23,0%)
Tulpini MDR 2013-2018 incluse in analiza
finala

52 MTBC tulpini - 2013
50 MTBC tulpini - 2014
43 MTBC tulpini -2015
53 MTBC tulpini - 2016
44 MTBC tulpini - 2017
46 MTBC tulpini - 2018

Figura 5.5. Selectarea tulpinilor de M. fuberculosis pentru testare prin secventierea

de noua generatie a ADN-ului micobacterian
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Identificarea tulpinilor de M. tuberculosis testate prin secventierea de noua generatie a
ADN-ului micobacterian

Pentru evaluarea spectrului mutatiilor asociate cu rezistentd la izoniazida prin metoda de
secventiere a genomului micobacterian din repozitoriul LNR au fost selectate randomizat cate 60
de tulpini de M. tuberculosis pentru fiecare an din perioada 2013-2018. Selectarea randomizata a
fost efectuata prin functia ”ddply” a pachetului “plyr” a programului statistic R. Tulpinile selectate
(n=360) au fost recultivate pe mediul de cultura Lewenstein-Jensen conform protocolului standard
al LNR [235]. Din tulpinile recultivate (n=332) a fost izolat ADN-ul micobacterian si a fost
efectuata secventierea de noua generatie (NGS) a fragmentelor de ADN de interes pentru studiu.
Tulpinile determinate in baza NGS ca tulpini cu o posibild infectie mixta (n=9), cele cu mutatii
filogenetice heterogene [274] sau cele fara de determinate genetice a rezistentei fatd de izoniazida
sirifampicind [275] (n=19), au fost excluse din studiu. La fel, in 16 cazuri s-a dovedit a fi ca acelasi
bolnav a avut cate doua tulpini in setul de tulpini selectate, din doua episoade diferite de boala, in

aceste cazuri din analiza au fost excluse tulpina din ultimul episod cronologic.

Extragerea ADN- ului micobacterian pentru secventierea de noua generatie

Tulpinile de M. tuberculosis, selectate din repozitoriul LNR au fost inoculate pe mediul
Lowenstein - Jenses si incubate la temperatura de 37°C pani la vizualizarea certi a coloniilor, dupa
care acestea au fost transferate si centrifugate in microtuburi de 2 ml care contineau 400 pl de
buffer TE, iar ulterior incalzite pand la 80°C si mentinute la aceastd temperatura timp de 20 minute
(pentru omorarea bacteriilor). Dupa 3 min de centrifugare la gradientul de 13,000 g a fost inlaturat
supernatantul, adaugate 400 pl de buffer TE si vortexat pentru separarea celulelor. Ulterior a fost
adaugat cate 50 pl de lizozim (10 mg/ml), usor vortexat si incubat pe parcursul noptii la
temperatura de 37°C. In ziua urmitoare au fost adaugate 70 pl solutie SDS 10%, 5 ul proteinazi
K (10 mg/ml), vortexat usor si incubat timp de 10 minute la temperatura de 65°C. Dupi aceasta a
fost adaugat amestec 750 pl cloroform/ alcool isoamilic (24:1), tubul intors de cateva ori si
centrifugat la temperatura camerei timp de 15 minute la gradientul de 13,000 g. Supernatantul apos
a fost transferat intr-un alt tub de microcentrifugare si 0,6 din volumul de isopropanol a fost
adiugat pentru precipitarea acizilor nucleici timp de 30 minute la temperatura de -20°C. Ulterior
a fost supus centrifugarii timp de 10 minute la temperatura camerei la gradientul de 13,000g,
inlaturat supernatantul si spalat ADN-ul in 0,5 ml de etanol rece 75% cu intoarcerea de cateva ori
a tubului, urmat de centrifugare in decurs de 5 minute la temperatura camerei si inlaturarea

supernatantului. ADN-ul a fost uscat la temperatura de 60°C in decurs de 10 minute dupi ce a fost
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dizolvat in 100 ul de buffer-TE la temperatura de 37°C timp de 30 minute pani la dizolvarea
completa.

Secventierea de noua generatie

ADN-ul micobacterian extras a fost secventiat la Centrul din cercetdri din Borstel,
Germania, fiind efectuati secventierea intregului genom micobacterian. In prezenta lucrare au fost
analizate doar fragmentele genomice cunoscute de a fi asociate cu rezistenta la izoniazida.
Secventierea a avut o acoperire medie a genomului de 50x, fiind utilizatd biblioteca de perechi-
terminale de ADN cu aplicarea tehnologiei [lumina (Nextera-XT and NextSeq500) in conformitate
cu recomandarile producatorului. Datele secventieri (Fast files) au fost cartografiate in baza
genomului de referintda H37Rv utilizand MTBseq pipeline [276].

Pentru prezicerea rezistentei genotipice la izoniazida au fost considerate mutatiile
(polimorfismele nucleotidice unice (SNPs), insertiile sau deletiile) in gena katG si inhA cu o
acoperire de cel putin o citire in ambele directii (forward and reverse) si o citire de detectare a
alelei corespunzitoare cu un scor phred de mimin 20. Predictia rezistentei genotipice a fost
efectuatd in baza catalogului de mutatii detinut de Centrul de cercetari din Borstel la data de 3 iulie
2020 [275].

Analiza statistica

Prelucrarea statistica a inclus statistici descriptive ale variabilelor categoriale de interes.

5.2.2 Spectrul mutatiilor asociate cu rezistenta la izoniazidd la tulpinile MDR de M.
tuberculosis in Republica Moldova

Rezultatele aprecierii prin PCR cu hibridizare liniard

In cardul studiului au fost analizate rezultatele 3625 rezultate singulare (un pacient un
rezultat) pozitive a testelor LPA (Figura 5.4). In cazul a 2012 tulpini analizate au fost identificate
mutatii asociate cu rezistentd atat fata de izoniazida cat si rifampicina (tulpini MDR). In 1980/2012
(98,4%) dintre tulpini a fost prezenta mutatia in gena katG in pozitia 315, asociata cu un nivel inalt
de rezistentd fatd de izoniazidd. Doar in 17/2012 (0,8%) dintre tulpinile analizate mutatiile
rezistente au fost localizate in promotorul genei inhA (firi mutatie concmitentd in katG). in
15/2012 (0,7%) dintre tulpini localizarea mutatiei nu a putut fi stabilitd prin intermediul LPA
(Tabelul 5.5).

Concomitent rezultatele LPA au evidentiat spectrul mutatiilor asociate cu rezistenta
tulpinilor de M. tuberculosis la rifampicind. Astfel, in marea majoritate a cazurilor (80,2%)
rezistenta la rifampicind este conditionatd de mutatia rpoB 531L, in celelalte tulpini rezistenta la

rifampicina a fost conditionatad de mutatiile rpoB 526Y, rpoB 526D, rpoB 516V (Tabelul 5.5).
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Tabelul 5.5. Rezistenta genotipica fata de izoniazida si rifampicina a M. tuberculosis cu

pattern MDR in Republica Moldova apreciatia prin PCR prin hibridizare liniara

Rezultatele LPA n % 95%Ii
Rezultate unice pozitive 3625 -
Tulpini izoniazid sensibile rifampicin sensibile 1014 28,0 26,5-29.4
Tulpini izoniazid rezistente rifampicin sensibile 425 11,7 10,7-12,8
Tulpini izoniazid sensibile rifampicin rezistente 174 4.8 4,1-5,4
’(Tl\l/l[lll:))}t{l; izoniazid rezistente rifampicin rezistente 2012 55.5 53.8-57.1
Rezistenta la izoniazida In tulpinile MDR
katG315T fara mutatii cunoscute in inhA 766 38,1 35,9-40,2
LI;I;?EC(I)I tséa;ln8lﬁ;t?u 15T sau 16G fara mutatii 17 0.8 0.5-1.3
katG315T+ inhA8C sau 8A sau 15T sau 16G 1214 60,3 58,2-62.4
MDR fara mutatii cunoscute in katG sau inhA 15 0,7 0,4-1,2
Rezistenta la rifampicind in tulpinile MDR
rpoB 531L 1614 80,2 78,4-81,9
rpoB 526Y 63 3,1 2,4-3,9
rpoB 526D 5 0,2 0,1-0,5
rpoB 516V 53 2,6 2,0-3,4
Mutatii multiple in rpoB 110 5.5 4,5-6,5
MDR fard mutatii cunoscute in rpoB 167 8,3 7,1-9,5

Rezultatele aprecierii prin secventiere de noua generatie a genomului micobacterian

La examinarea prin secventiere spectrul mutatiilor asociate cu rezistenta la izoniazida, la
fel, in majoritatea covarsitoare a cazurilor (99,7%) a fost determinata de mutatii in gena katG
(izolat sau in asociere cu mutatii in inhA), rezistenta fatd de izoniazida determinatd exclusiv de
mutatii In gena inhA a fost prezentd doar la o tulpind dintre cele analizate (Tabelul 5.6.). De
mentionat ca in acest caz mutatia clasica din promotorul genei inhA (15C-T) a fost insotita si de

mutatia in regiunea codificatoare a genei inhA (1194T).
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Tabelul 5.6. Rezistenta genotipica fata de izoniazida a M. tuberculosis cu pattern MDR in

Republica Moldova apreciata prin secventierea de noui generatie

Rezultatele secventierii n % 95%1i

Tulpini izoniazid rezistente, rifampicin rezistente (MDR) 288 - -

Rezistenta la izoniazida in tulpinile MDR

katG315T fara mutatii cunoscute in inhA 122 424 36,7-48,1
inhA8C sau 8A sau 15T sau 16G fara mutatii 1 0.3 0.01-1.9
cunoscute in katG

katG315T+ inhA 15T sau 17T 165 57,3 51,5-62,8

5.2.3 Sinteza si interpretarea rezultatelor evaluarii spectrului mutatiilor asociate cu
registenta fenotipica la izoniazida

In analiza prezentati a fost stabilit ci majoritatea covarsitoare a tulpinilor MDR de M.
tuberbuclosis in Republica Moldova au mutatii in gena katG, care sunt asociate cu niveluri inalte
ale concentratiei medii inhibitorii (CMI) ale acestui medicament.

La ora actuala conform Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), concentratia
CMI pentru tulpinile sensibile fatd de izoniazida constituie 0,2 mg/l in mediul lichid Middlebrook
7H10, iar concentratia de 1,0 mg/l este definitd ca una care corespunde unei rezistente joase fata
de izoniazida si care potential ar putea fi depasita prin aplicarea unor doze majorate de medicament
(15-20 mg/kg) [277]. Testarile pe tulpinile salbatice de M. tuberculosis evidentiaza o valoare CMI
pentru izoniazida, care variaza intre 0,032-0,125 mg/l. in acelasi timp, din datele de literaturd
tulpinile rezistente la izoniazida cu mutatia katG 315T au un CMI intre 3 si 32 mg/l in mediul
lichid Midlebrook 7H10, pentru majoritatea tulpinilor acesta depasind 8mg/1 [278]. Astfel, in cazul
tulpinilor de M. tuberculosis cu mutatii katG3 15T CMI apreciata in vitro depaseste de circa 30 de
ori concentratiile observate (si recomandate pentru aplicare) in cazul tulpinilor sensibile. Acest
fapt zadarniceste administrarea dozelor mari de izoniazida in cazurile de tuberculoza MDR cauzate
de tulpini cu mutatii in katG.

In 2016, in urma unei serii de studii efectuate in Asia si Africa, OMS a aprobat pentru
tratamentul tuberculozei MDR o schema standardizati de tratament cu o duratd de 9-12 luni,
aceasta considerabil mai scurtd comparativ cu singura optiune de pana atunci de 18-24 luni.
Ulterior schema initiala (4-6 Gfx(Mxf),Km,Pto(Et0),CIf,Hdoze mari,Z,E/5 Gfx(Mxf),CIf,Z,E) a
suferit unele modificari in sensul excluderii Gfx, inlocuirii Km cu Am (ca ulterior si aceste

medicamente sa fie excluse), includerea badaquilinei si eventual substituirea Pto(Eto) cu linezolid.
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Cu toate modificarile suportate schema s-a mentinut in fiecare dintre editiile ulterioare ale ghidului
de tratament al tuberculozei MDR emis de OMS, inclusiv in ultima editie din 2022. De fiecare
data recomandarea utilizarii acestei scheme standarde a fost conditionatd de o serie de criterii de
eligibilitate printre care lipsa expunerii anterioare la medicamentele antituberculoase utilizate in
tratamentul tuberculozei MDR, confirmarea sensibilitatii la fluorochinolone si lipsa leziunilor
pulmonare extinse si a afectarii extrapulmonare severe. In acest context, chiar incepand cu primele
rapoarte privitor la eficacitatea acestei scheme standard a fost pusa la indoiala aplicabilitatea ei in
Regiunea Europeana. Astfel mai multe publicatii analizdnd rezultatele testelor de sensibilitate
fenotipica fatd de medicamentele antituberculoase dina aceastd zona geograficd au atentionat
asupra ratei sporite de rezistentd aditionald a tulpinilor MDR, fapt care face non-eligibili pentru
acest tratament mai mult de 90% dintre bolnavii cu tuberculoza MDR [272]. Rezultatele prezentate
mai sus ofera incd un argument, de data aceasta din perspectiva substratului genotipic al rezistentei
micobacteriene, care rezida in ineficienta includerii izoniazidei in aceastd schema de tratament
standard. Astfel, considerarea acestui argument genotipic descalificd panda la 98-99% dintre
bolnavii de tuberculoza MDR din Republica Moldova pentru acest regim terapeutic.

Un alt aspect, complementar subiectului discutat, este aplicabilitatea in Republica
Moldova a dozelor crescute de izonizida in tratamentul bolnavilor cu tuberculoza cu rezistenta la
izoniazidd, dar sensibile la rifampicind (tulpini izoniazid-rezistente). Recomandarile actuale
privitor la tratamentul tuberculozei izoniazid-rezistente includ schema standard de tratament cu
rifampicind, pirazinamida, etmabutol si levofloxacind, pentru o durata de 6 luni [177]. In acelasi
timp, ghidul aduce in discutie posibilitatea indicarii izoniazidei in doze mari in cazurile in care
rezistenta este conditionata de mutatii in gena inhA (fara a face recomandari expres 1n acest sens).
In contextul Republicii Moldova rezultatele evaluarii de mai sus arati o rati extrem de mica a
bolnavilor cu tuberculoza la care administrarea dozelor mari de izoniazida este rationald din punct
de vedere al mecanismelor de rezistenta la antibacteriene.

La prima etapd a acestei lucrdri aprecierea rezistentei genotipice a tulpinilor
micobacteriene a fost realizatd prin testul comercial Genotype MTBDR plus ver. 1 (Hain
LifeScience, Nehren, Germany). Acesta este un dispozitiv diagnostic destinat laboratoarelor
specializate, pe baza de real time PCR cu hibridizare liniard (Line Probe Assay), care permite
identificarea unui set de mutatii prestabilite de producétor. Astfel, unele mutatii mai putin
frecvente ar putea scipa identificirii exacte. In cohorta analizati rata mutatiilor neidentificate in
tulpinile MDR pentru izoniazida a constituit 0,7% iar pentru rifampicina 8,3%. De acest gen de
“imperfectiuni” sunt marcate toate dispozitivele de identificare a rezistentei genotipice pe baza

reactie de amplificare a acizilor nucleici. Remarcabil 1n acest sens este cazul tulpinilor MDR din
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eSwatini, unde mai mult de 50% dintre tulpinile MDR au rezistenta la rifampicina determinata de
mutatia rpoB I[491F, care se afla in afara regiunii RRDR (Rifampicin resistance
determining region) in consecintd nefiind incorporata in testele de apreciere a rezistentei fenotipice
aplicate 1n practica curentd (precum testul Xpert MTB/Rif). Solutia tehnologica pentru evitarea
rezultatelor fals negative privitor la rezistenta fata de medicamentele antituberculoase (secundar
nedepistarii prin PCR) este implementarea tehnicilor de secventiere a genomului micobacterian.
Utilizarea secventierii de noua generatie (Next Generation Sequensing - NGS) permite
identificarea cu acuratete considerabil mai mare a spectrului de mutatii asociate cu rezistenta la
preparatele antituberculoase. Pentru implementarea in practica curentd deosebit de promitatoare
sunt dispozitivele de secventiere a regiunilor de interes sporit (amplicon based sequencing). Recent
au fost raportate rezultatele testarii clinice a unui astfel de dispozitiv (Deeplex TB) care permite
secventierea regiunilor genomice asociate cu rezistenta la toate cele 15 medicamente anti-MDR
utilizate la ora actuala si oferd o citire usoard, inclusiv pentru clinician, a pattern-ului de rezistenta.

Interpretarea datelor prezentate in cadrul acestui subcapitol ar putea fi mai incitantd in
aplicarea unui spectru larg de CMI. Datorita caracterului retrospectiv al analizei prezentate acest
deziderat nu fost posibil de realizat si trebuie trecut pe lista limitelor cercetarii. Cu toate acestea,
rezultatele prezentate au fost obtinute in urma analizei sistematice si standardizate ale rezultatelor
testelor moleculare de prezicere a rezistentei la anitbacteriene, pe un lot impunator de tulpini cu
pattern MDR, ceea ce ne-a permis sa raspundem obiectiv la intrebarea de cercetare formulata
privitor la gradul de argumentare a administrarii empirice a tratamentului cu doze mari de

izoniazida la bolnavii cu tuberculozd MDR in Republica Moldova.

5.3 Concluzii la capitolul 5

1. Pacientii cu tuberculoza pulmonard multidrog rezistentd, tratati in conditii
programatice in Republica Moldova, care au primit scheme de tratament care contin badaquilina,
au o ratd mai mare $i mai rapida de conversie a culturii sputei, dar si o ratd mai mica de reversie
la cultura pozitiva comparativ cu cei schema de terapie a carora nu include acest medicament.

2. La pacientii cu tuberculoza pulmonara multidrog rezistenta, inclusiv la cei cu esec al
tratamentului precedent, tratati in conditii programatice in Republica Moldova cu scheme de
tratament ce contin badaquilind, rata de tratament de succes este de doua ori mai mare comparativ
cu pacientii fard de badaquilina in schema de terapie.

3. La bolnavii cu tuberculoza pulmonara multidrog rezistenta, inclusiv la cei cu esec al

tratamentului precedent, tratati in conditii programatice in Republica Moldova cu scheme de
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tratament ce contin badaquilina, rata de deces este de doud ori mai mica comparativ cu pacientii
fara de badaquilina in schema de terapie.

4. In majoritatea absolutd a cazurilor rezistenta la izoniazida a tulpinilor multidrog
rezistente de M. tuberculosis din Republica Moldova sunt determinate de mutatii in gena katG,
izolat sau in conbinatie cu mutatii in promotorul inhA, asociate cu un nivel inalt de rezistenta fata
de acest medicament, fapt care compromite administrarea empirica a izoniazidei in doze mari in

tratamentul tuberculozei multidrogrezistente.
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6. REZULTATELE TRATAMENTULUI ANTITUBERCULOS - FACTORI
DE PROGNOSTIC SI OPTIUNI DE EVALUARE

6.1 Impactul functiei pulmonare asupra rezultatelor tratamentului la bolnavii cu
tuberculoza

La ora actuald este unanim acceptat faptul ca tuberculoza este o boald care poate fi
vindecatd (cu exceptiile de rigoare pentru tuberculoza MDR). Cu toate acestea, un numar
semnificativ de pacienti vindecati de tuberculoza raman cu importante sechele pulmonare, atat
imagistice cat si functionale [279, 280]. Pattern-ul disfunctiei pulmonare la acesti bolnavi poate fi
atat obstructiv cat si restrictiv in ambele cazuri fiind semnificativ afectatd calitatea vietii
pacientului. In acelasi context trebuie mentionat faptul ci la majoritatea bolnavilor cu afectarea
postuberculoasa a functiei pulmonare, aceasta din urma este alteratd deja la momentul stabilirii
diagnosticului [281, 282]. Disfunctia pulmonara prezenta la momentul diagnosticarii tuberculozei
ar putea avea impact asupra rezultatelor tratamentului, similar cum se intampla la bolnavii cu
pneumonii sau BPOC [283, 284]. O asemenea asociere in cazul bolnavilor cu tuberculoza este
foarte putin studiatd, probabil datorita restrictiilor impuse de controlul infectiei in timpul
examindrilor functiei pulmonare. In prezentul capitol sunt prezentate rezultatele evaludrii
impactului functiei pulmonare, apreciate la momentul diagnosticarii tuberculozei, asupra
rezultatelor tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonara intr-o institutie medicald unde
spirometria este efectuata de rutina la toti bolnavii de tuberculoza anterior initierii tratamentului

antituberculos.

6.1.1. Material si metoda

A fost realizat un studiu de cohortd in care retrospectiv au fost analizate datele
anonimizate ale tuturor pacientilor diagnosticati cu tuberculoza pulmonara confirmata prin cultura,
spitalizati pe parcursul anului 2016 in dispensarul antituberculos nr.1 din orasul Harkiv. Aceasta
institutie medicald deserveste o populatie de circa 1,4 milioane de persoane cu o incidenta a
tuberculozei de 48 cazuri la 100.000 populatie. Datele primare utilizate in analiza efectuata au fost
extrase de catre personalul autorizat (profesor Dmytro Butov) din sistemul informational al
institutiei medicale In baza unui chestionar prestabilit in forma tabelara si dupa anonimizare a fost

preluat pentru analiza ulterioara.

Cadrul studiului
In conformitate cu prevederile ghidului national de management al tuberculozei din

Ucraina toate persoanele cu diagnostic prezumtiv de tuberculoza sunt directionati la consultatia
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ftiziatrului. Acesta, de reguld, in scop diagnostic efectueaza testele microbiologice de rigoare,
examenul radiografic al cutiei toracice precum si unele testele biologice de sange. In cazul
confirmarii tuberculozei, pacientul incepe tratamentul fie in ambulatoriu (de reguld in cazurile
relativ usoare de boald), fie in conditii specializate de spital (in cazurile mai extinse de boald).
Spitalizarea este efectuata pana la obtinerea conversiei sputei. Evaluarea functiei pulmonare nu
este recomandata de ghidul national de management al tuberculozei in Ucraina. Cu toate acestea,
conform protocolul institutional al Dispensarului antituberculos nr. 1 din Harkiv spirografia este

recomandata la evaluarea initiald a bolnavilor de tuberculoza supravegheati in aceasta institutie.

Examinarile microbiologice

Examinarile microbiologice considerate in studiu au fost cele standard efectuate la
internare, 2 si 6 luni, pentru bolnavii cu tuberculoza sensibild si lunar pentru bolnavii cu
tuberculoza cu rezistentd la rifmapicina sau cei MDR. Testele microbiologice efectuate au inclus
microscopia la BAAR (coloratie Zhiel-Neelsen) si cultura pentru M. tuberculosis pe mediu solid
(Lowenstein-Jensen). Testarea prin Xpert MTB/Rif a fost efectuatd dupa caz la internare. La fel,
la internare a fost efectuat testul de sensibilitate la medicamente (TSM) pe medii solide si lichide
(in caz de disponibilitate). Spectrul medicamentelor fatd de care a fost testatd sensibilitatea a
inclus: izoniazida, rifampicina, ofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina, cicloserina,
pirazinamida, etambutolul, streptomicina, etionamida, amikacina, capreomicina, kanamicina si

PAS (acid para-amino salicilic).

Examinarea radiologicad

In contextul diagnosticarii tuberculozei pulmonare la toti pacientii inclusi in studiu a fost
efectuata radiografia toracica in incidentad postero-anterioara. Computer tomografia toracica a fost
efectuata la unii pacienti, cand aceasta era necesara in scop diagnostic. Cu toate acestea din cauza
caracterului retrospectiv al analizei efectuate descrierea radiografiei toracice nu a fost disponibila

pentru o eventuala corelare a leziunilor imagistice cu parametrii functiei pulmonare.

Evaluarea functiei pulmonare

Evaluarea functiei pulmonare a fost efectuata cu spirograful SPIROCOM (XAI-Medica,
Harkiv, Ucraina) in conformitate cu recomandarile ATS/ERS [285]. Tipul disfunctiei pulmonare
(obstructiv, restrictiv sau mixt) a fost definit in conformitate cu criteriile Strategiei ATS/ERS
pentru interpretare rezultatelor spirografiei [286]. Examinarea prin bodypletismografie pentru
aprecierea volumelor pulmonare nu au fost efectuatd la pacientii examinati in cadrul studiului.

Toate spirografiile au fost efectuate de catre un asistent medical instruit cu o experienta de peste
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20 de ani in efectuarea spirografiei. In conformitatea cu protocolul institutional al Dispensarului
antituberculos nr.1 din Harkiv in timpul efectuarii spirografiei la bolnavii cu tuberculoza sunt
aplicate urmatoarele masuri de control al infectiei: utilizarea pieselor bucale si a filtrelor interioare
din tubulatura proximald de unica folosintd, purtarea mastilor de catre personalul implicat in
efectuarea spirografiei, precum si de catre pacientii din camera de asteptare, utilizarea
spirografului exclusiv pentru bolnavii de tuberculoza, programarea exactd a orei de efectuare a
testului pentru prevenirea aflarii concomitente a unui numar mare de persoane in camera de
asteptare, programarea pacientilor cu microscopie pozitiva doar dupa testarea tuturor bolnavilor

cu microscopie negativa.

Tratamentul antituberculos

In perioada initierii tratamentului la bolnavii inrolati in studiu, bolnavii diagnosticati cu
tuberculoza cu rezistentd la rifampicind in baza testului Xpert MTB/Rif, au primit scheme
standarde de tratament care includeau o fluorochinolond (moxifloxacind sau levofloxacina),
aminoglicozida injectabild (capreomicind sau kanamicind), pirazinamida, etionamida, cicloserind
si PAS. Schemele de tratament puteau suferi ajustari dupa obtinerea rezultatelor TSM. Pacientii la
care testul Xpert MTB/Rif nu a fost efectuat, initiau tratamentul standard pentru tuberculoza
sensibila, care putea fi modificat (eventual trecut pe tratamentul pentru tuberculoza MDR) la
obtinerea rezultatelor TSM. In cazul bolnavilor cu tuberculozi sensibila a fost administrati schema

standard cu izoniazida, rifampicina, etambutol si pirazinamida.

Evaluarea rezultatelor tratamentului
Rezultatele tratamentului au fost apreciate in baza definitiilor OMS (2014) [183]. Esecul
tratamentului si decesul bolnavului au fost considerate drept rezultate negative ale tratamentului.

Vindecarea si tratamentul complet au fost considerate rezultate pozitive ale tratamentului.

Analiza statistica

In cadrul analizei efectuate variabilele continue au fost prezentate ca medii cu deviatii
standard, iar variabilele categoriale ca valori absolute si procentuale. Pentru compararea valorilor
medii si a celor procentuale a fost aplicat respectiv testul t-student si X°. Pentru a aprecia asocierea
independentd dintre tipul disfunctiei pulmonare si rezultatele negative ale tratamentului
antituberculos a fost generat un model de regresie logistica in care in calitate de co-factori au fost
evaluati urmatoarele variabile: genul, varsta, IMC, statutul HIV, microscopia sputei si pattern-ul

de rezistentd la medicamente.
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561 pacienti spitalizati cu tuberculoza pulmonara (TBP)

106 pacienti fara confirmare prin
culturd

v

455 pacienti cu TBP cu cultura pozitiva

v

62 pacienti fara examinare spirometrica

v

393 pacienti cu TBP cu examinare spirometrica

115 pacienti fard statut microbiologic
cunoscut la 6 luni

\4

278 pacienti cu TBP cu statut microbiologic cunoscut la 6 luni

Figura 6.1. Identificarea cohortei analizate de bolnavi cu tuberculoza pulmonara cu examinarea functiei pulmonare la

momentul stabilirii diagnosticului.
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6.1.2 Tipul disfunctiei pulmonare si asocierea cu rezultatele tratamentului

Caracteristica generald a cohortei analizate

In anul de referinta pentru prezentul studiu (2016) in Dispensarul anti-tuberculos nr.1 din
Harkiv au fost internati 516 pacienti cu tuberculozi pulmonara. in 18,9% (106/561) dintre acestia
diagnosticul nu a fost confirmat prin cultura, motiv pentru care nu au fost inclusi in analiza finala.
La fel, 62 de bolnavi au fost exclusi din studiu din motivul lipsei rezultatelor spirografiei, iar altii
115 datorita lipsei informatiei privitor la conversia sputei la termenul de 6 luni. Astfel, in analiza
finald au fost inclusi 278 de bolnavi (Figura 6.1). Varsta medie a pacientilor inclusi in studiu a
constituit 41,7+12,3 ani, 71,4% dintre care erau barbati (Tabelul 6.1). Media indicelui masei
corporale a bolnavilor a fost de 21,1+3,5. La momentul diagnosticarii bolii, 69,8% dintre bolnavi
au avut rezultat pozitiv la microscopiei sputei la BAAR, iar la 44,6% (124/278) dintre bolnavi fost
confirmatd multidrog rezistenta tulpinii de M. tuberculosis. In 42 (33,9%) dintre tulpinile MDR a
fost confirmati si rezistenta aditionala la fluorochinolone. In o cincime dintre cazuri bolnavii
analizati au avut istoric de tuberculoza in trecut, iar 5,4% dintre pacienti erau HIV infectati. Pe
langa infectia HIV, 18% dintre pacientii din studiu aveau sau/si alte comorbiditati: diabet zaharat
- 18 bolnavi, alcoolism cronic -13, hepatita viralad cronica - 6, utilizatori de droguri intravenoase -
4, astm bronsic - 3, ulcer gastric - 2, cate un bolnav a avut cancer, artritd reumatoida,

trombembolism pulmonar, sifilis.

Functia pulmonara

Valorile medii a ale indicilor spirografici de baza la bolnavii inclusi in studiu sunt
prezentate in tabelul 6.1. Parametrii spirografici au fost in limite normale la 26,6% dintre bolnavi,
63,3% au prezent disfunctie de tip restrictiv, 4,3% - obstructiv, iar 5,8% dintre pacienti au avut un
patern mixt al disfunctiei pulmonare conform datelor spirografiei.

Rata pattern-urilor functionale la pacientii cu tuberculozd nonMDR a fost similar cu cel
la bolnavii cu tuberculozd MDR - tipul restrictiv 62,3% versus 64,5%, p = 0,8; tipul obstructiv
2,6% versus 6,5%, p = 0,1; tipul mixt 5,8% versus 5,6%, p = 1,0. La fel, rata pacientilor cu
spirometrie normala a fost similara la bolnavii nonMDR versus cei MDR - 29,2% versus 23,4%,
p=0,6. La capitolul severitatii modificarilor observate, gradul de reducere a volarilor medii a
VEMS si FVC a fost comparabil la bolnavii nonMDR versus cei MDR, respectiv CVF > 80% -
31,8% versus 29,8%, p = 0,8; 79% > CVF > 60% - 40,9% versus 41,9%, p =0,9; 59% > CVF >
40% - 20,1% versus 23,4%, p = 0,6; CVF < 40% - 7,2% versus 4,9%, p = 0,5; la fel si pentru
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VEMS: VEMS > 80% - 52,6% versus 46,8%, p = 0,4; 80% > VEMS > 50% - 32,5% versus 41,1%,

p=0,2; VEMS <50% - 14,9% versus 12,1%, p = 0,6.

Tabelul 6.1. Caracteristicile clinico-demografice si spirografice ale lotului de studiu

n (%) 95%11
Gen masculin 206 (74,1) 68,6-78,8
Varsta ani (media = DS) 41,7 +12,3 40,2-43,1
Indicele masei corporale (media + DS) 21,1 £35 20,6-21,5
HIV pozitiv 15 (5,4) 3,3-8,7
Microscopia BAAR pozitiva 194 (69,8) 64,1-74,8
Rezistenta MDR 82 (29,5) 24.4-35,1
Rezistenta MDR + Fluorochinolone 42 (15,1) 17,9-30,3
Tipul cazului de tuberculoza
Nou 215 (77,3) 72,1-81,8
Recidiva 48 (17,3) 13,2-22,1
dupa Pierdere din supraveghere 9@3,2) 1,7-6,0
dupa Esec 6(2,2) 1,0-4,6
Pattern-ul functiei pulmonare
Normal 74 (26,6) 21,7-32,1
Obstructiv 12 (4,3) 2,4-73
Restrictiv 176 (63,3) 57,5-68,7
Mixt 16 (5.8) 3,59,1
Indicatorii spirometrici
CVF (L) (media£ES) 33407 32-34
CVF (%) (media+ES) 71,6 +12 69,2-74,1
VEMS (L) (media+ES) 2,9+ 0,06 2,7-3,0
VEMS (%) (media=ES) 79,0 + 1,4 76,3-82,0
PEF (L/s) (media£ES) 4,9+0,1 4,7-5,2
PEF (%) (media£ES) 56+1,3 53,4-58,6
VEMS/CVF (media£ES) 0,87 + 0,007 0,85-0,88

ES — eroare standard, DS — deviatia standard.
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Rezultatele tratamentului in cohorta generala

Rata de conversie a sputei la luna a doua si a sasea de tratament a constituit respectiv
27,3% (76/278) si 68,7% (191/278). Rezultatele finale ale tratamentului au inclus pacienti
vindecati - 50,7% (141/278), pacienti cu tratament complet - 23,4% (65/278), pacienti cu esec al
tratamentului - 14,7% (41/278), pacienti pierduti din supraveghere - 5,03% (14/278) si cazuri de
deces - 6,1% (17/278).

Rezultatele tratamentului dupa tipul disfunctiei pulmonare

Rata tratamentului de succes a fost mai inalta la bolnavii cu spirometrie normala decat la
cei cu disfunctie de tip restrictiv (87,8% versus 68,8%, p = 0,003) sau mixt (87,8% versus 62,5%,
p =0,04). In acelasi timp, rata tratamentului de succes la bolnavii cu spirografie normala nu a fost
semnificativ diferitd de cea la bolnavii cu modificari obstructive (87,8% versus 83,3%, p = 0,07)
(Figura 6.2). De remarcat numarul mic de bolnavi cu disfunctie de tip obstructiv (n=12)
identificati in cohorta de studiu. La fel, nu au fost observate diferente statistic semnificative in rata
tratamentului de succes intre grupurile de bolnavi cu diferite tipuri de modificari ale functiei

pulmonare.
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Tratament de succes Esec sau deces

Figura 6.2. Rezultatul tratamentului in dependenta de pattern-ul functiei pulmonare

(valorile p ne indicate sunt mai mari de 0,05)
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Rata cazurilor cu esec al tratamentului antituberculos la bolnavii cu spirometrie normala
a fost semnificativ mai joasda decat in oricare dintre cele trei grupuri cu disfunctie pulmonara:
restrictiv - 5,4% versus 17,0%, p = 0,01; obstructiv - 5,4% versus 16,7%, p = 0,02; sau mixt - 5,4%
versus 31,3%, p=0,008.

Rata mortalitatii la pacientii cu spirometrie normald nu a fost semnificativ diferita de
pacientii cu modificari restrictive (1,4% versus 8,5%, p = 0,07), de tip mixt (1,4% versus 6,3%,
p=0,6) sau obstructive (1,4% versus 0%, p = 0,07). La fel, nu au fost observate diferente statistic
semnificative intre grupurile de bolnavi cu diferite tipuri de disfunctie pulmonara (restrictiv versus
obstructiv, p = 0,6; mixt versus obstructiv, p = 0,04; restrictiv versus mixt, p = 0,7).

Rata rezultatului negativ ale tratamentului antituberculos (esec si deces) a fost mai mare
la bolnavii cu disfunctie pulmonara restrictiva sau mixta comparativ cu cei cu spirometrie normala
(25,6% versus 6,8%, p = 0,0007 si respectiv 37,5% versus 6,8%, p = 0,003). in acelasi timp,
diferentele in rata rezultatului negativ al tratamentului antituberculos la bolnavii cu disfunctie
obstructiva comparativ cu cei cu spirometriec normala sunt nesemnificative (16,7% versus 6,8%, p

=0,5) (Figura 6.2).
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Figura 6.3. Rezultatele tratamentului stratificat dupa severitatea restrictiei

(valorile p ne indicate sunt mai mari de 0,05)
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Tabelul 6.2. Caracteristicile clinico-demografice si ale functiei pulmonare la bolnavii

cu rezultate negative si pozitive ale tratamentului

Rezultat negativ al

Rezultat pozitiv al

tratamentului* tratamentului*

n=58 n=206 P

n (%) n (%)
Sex masculin 47 (81,0) 150 (72,8) 0,2
Varsta ani (media = DS) 453 £ 12,4 40,8 £12,0 0,01
Indicele masei corporale (media +
DS) 20,3 £3,8 21,4+33 0,05
HIV pozitiv 3(5.2) 11 (5,3) 0,9
Microscopia BAAR pozitiva 46 (79,3) 135 (65.,5) 0,05
Rezistenta MDR 36 (62,1) 76 (36,9) 0,0006
Rezistentd MDR + Fluorochinolone 16 (27,6) 21 (10,2) 0,0008
Tipul cazului de tuberculoza
Nou 33 (56.,9) 174 (84,5) 0,0001
Recidiva 19 (32,8) 25 (12,1) 0,0002
dupa Pierdere din supraveghere 3(5,2) 524 0,3
dupa Esec 3(5,2) 2 (1,0) 0,1
Pattern-ul functiei pulmonare 5(8,6) 65 (31,5) 0,0009
Normal 234 10 (4,9) 1,0
Obstructiv 45 (77,6) 121 (58,7) 0,009
Restrictiv 6 (10,3) 10 (4,9) 0,1
Mixt
Indicatorii spirometrici 2,8+1,1 35+1,1 <0,003
CVF (L) (media=DS) 60,2 + 20,1 75,2 +19,7 0,004
CVF (%) (media=DS) 23+09 30£1,0 <0,001
VEMS (L) (media£DS) 65,7 +21,7 83,2 £22,6 <0,001
VEMS (%) (media+DS) 42+2,0 52+2,1 0,002
PEF (L/s) (media+DS) 47,0 £20,4 58,6 £21,5 <0,001
PEF (%) (media+DS) 0,86 + 0,1 0,87 £ 0,1 0,5
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In cazul in care bolnavii au fost stratificati dupa gradul de severitate a declinului CVF (in
calitate de marker al severitatii restrictiei) bolnavii cu CVF intre 59% - 40% au avut o rata mai
micd a tratamentului de succes decat cei cu un CVF intre 79% - 60% sau cei cu un CVF > 80%,
respectiv, 41,2% versus 80,0%, p = 0,0001 si 41,2% versus 87,2%, p = 0,2 (Figura 6.3). Rata
rezultatelor negative ale tratamentului (esec si deces) a fost mai mica la bolnavii cu CVF > 80% si
la cei cu CVF intre 79% - 60% in comparatie cu bolnavii cu CVF 59% - 40%, (respectiv, 8,1%
versus 40,0%, p = 0,0003 si 16,5% versus 40,0%, p=0,008) si cei cu CVF <40% (respectiv, 8,1%
versus 47,1%, p = 0,0001 si 16,5% versus 47,1%, p=0,0009) (Figura 6.3).

Tabelul 6.3. Asocierea dintre parametrii clinici si ai functiei pulmonare cu rezultatul
negativ al tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonara

(rezultatele analizei prin regresie logistica multipla).

OR (95%11) p

Sex masculin 1,68 (0,74 —4,06) 0,2
Virsta 1,03 (1,00 — 1,06) 0,03
Indicele masei corporale 0,92 (0,82 —1,02) 0,1
HIV pozitiv 0,78 (0,16 — 3,00) 0,7
Microscopie BAAR pozitiva 1,95 (0,91 —4,42) 0,09
Rezistenta MDR 2,56 (1,26 —5,28) 0,01
Tipul cazului de tuberculoza

Nou

Recidiva 2,54 (1,12 -5,70) 0,02

dupa Pierderea din supraveghere 1,98 (0,32 —10,74) 0,4

dupa Esecul tratamentului 5,78 (0,80 —51,35) 0,08
Pattern-ul functiei pulmonare

Normal

Obstructiv 2,42 (0,28 —15,49) 0,4

Restrictiv 4,19 (1,60 —13,28) 0,007

Mixt 5,46 (1,28 —24,44) 0,02

Asocierea dintre tipul disfunctiei pulmonare su rezultatele tratamentului antituberculos
Pe langa diferentele in parametrii functii pulmonare pacientii care au inregistrat tratament

de succes s-au diferentiat de cei cu rezultat negativ al tratamentului si din perspectiva a astfel de
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variabile precum: varsta, IMC, statutul pozitiv al microscopiei sputei, pattern-ul de multidrog
rezistenta si istoricul de tuberculoza (Tabelul 6.2). Pentru a testa asocierea independenta dintre
acesti factori si rezultatele tratamentului antituberculos a fost generat un model de regresie
logisticd multipla, care a pus in evidentd asocierea dintre disfunctia pulmonara de tip restrictiv
(OR 4,19, 95%I1 1,60-13,28, p=0,007) si cea de tip mixt (OR 5,46, 95%Ii 1,28-24,44, p=0,02) cu
rezultatul negativ al tratamentului antituberculos (Tabelul 6.3). La fel, a fost confirmata asocierea
rezultatului negativ al tratamentului cu astfel de factori precum paternul MDR a tulpinii de M.

tuberculosis (2,56, 95%I1 1,26-5,28, p=0,01) si recidiva bolii (2,54, 95%I1 1,12-5,70, p=0,02).

6.1.3 Interpretarea si sinteza rezultatelor de apreciere a asocierii dintre functia
pulmonara si rezultatele tratamentului antituberculos

Datele prezentate in acest capitol au rezultat din analiza parametrilor clinico-functionali
a unei cohorte unicate de bolnavi cu tuberculoza pulmonara, confirmata prin culturd, in care in
regim curent a fost evaluati functia pulmonari la initierea tratamentului antituberculos. In rezultat
a fost demonstrata asocierea dintre disfunctia pulmonara de tip restrictiv si rezultatul negativ al
tratamentului antituberculos, pronosticul nefavorabil al bolii fiind 1n crestere o datd cu sporirea
severitatii restrictiei pulmonare.

In literatura pot fi gisite un numar limitat de studii care au evaluat functia pulmonari la
bolnavii de tuberculoza la momentul stabilirii diagnosticului [287-295]. In acestea rata bolnavilor
cu diferit tip de disfunctie pulmonard la momentul diagnosticului variaza intre 62%-95% (in
cohorta analizatd 74%). Aceste variatii ar putea fi explicate pe seama potentialelor diferente in
extinderea si tipului leziunilor radiologice, comorbiditati preexistente si timpul diferit de la debutul
simptomelor pana la diagnosticarea bolii [292, 294].

Compararea directa a frecventei tipurilor de disfunctie pulmonara in diferite studii este
anevoioasa. Aceasta datorita aplicarii diferitor criterii pentru a defini pattern-ul obstructiv sau cel
restrictiv Tn cohortele analizate. Cu toate acestea putem face referintd atat la cohorte cu
predominarea (peste 50%) pattern-ului obstructiv [281, 292] ct si a celui restrictiv [294]. In cazul
analizei prezentate, in care a fost evidentiatd predominarea cazurilor cu pattern restrictiv, este
oarecum neasteptata ratd deosebit de joasa a modificarilor obstructive, in conditiile in care este
vorba de o populatie din Europa de Est, circa o treime din care sunt fumatori [296]. Desi cauza
unor astfel de rezultate raimane incerta, o explicatie plauzibila ar putea fi varsta tdnara a pacientilor
inclusi in studiu, la care Incd nu s-a dezvoltat obstructia bronsica ireversibila asociatd fumatului.
Rate diferite ale tipului de disfunctie respiratorie sunt observate nu doar la momentul

diagnosticului dar si dupa vindecare (in studiile focusate pe evaluarea pacientilor cu sechele

154



posttuberculoase) [280, 282, 297]. O astfel de heterogenitate a tipurilor de disfunctie pulmonara
asociata tuberculozei (atat la momentul diagnosticului cat si post vindecare) ar putea rezulta dintr-
o ipoteticd varietatea a “predispozitie” diferitor indivizi pentru diferite tipuri de disfunctie
pulmonara conditionata de determinate genetice ale inflamatiei, nutritie, extinderea leziunii
pulmonare, fumat, abuz de alcool etc. [298].

Asocierea dintre disfunctia pulmonara de tip restrictiv si rezultatul negativ al
tratamentului antituberculos nu a fost descrisa anterior. Potential aceasta se datoreaza precautiilor
de control al infectiei care nu ar permite testarea functiei pulmonare la bolnavii cu tuberculoza
activd in multe dintre institutiile medicale. Dificultdtile importante in asigurarea masurilor de
control al infectiei tuberculoase, in special in zonele cu incidenta nalta a tuberculozei, sunt unanim
recunoscute [299]. Astfel, potentialul risc al transmiterii infectiei cu M. tuberculosis prin
intermediul spirografului nu trebuie subestimate. In acest context este esentiald aplicarea de masuri
precum utilizarea pieselor bucale de unica folosinta, inlocuirea regulatd a filtrelor de aer, separarea
fluxului de pacienti in cabinetul de spirometrie etc. [300].

Disfunctia pulmonara de tip obstructiv se asociaza cu un pronostic negativ la bolnavii cu
pneumonii comunitare [284]. Noi nu am gasit o astfel de asociere la bolnavii de tuberculoza, fapt
mai putin asteptat, in cazul in care abordam tuberculoza ca un tip special de pneumonie (inflamatie
alveolara de etiologie infectioasd). Un pattern inflamator diferit, care duce la necroza si formarea
de cavitati cu remodelarea fibrotica ulterioara a tesutului pulmonar in cazul tuberculozei, ar putea
fi responsabila de asocierea rezultatelor negative ale tratamentului cu disfunctia de tip restrictiv si
nu cu cea de tip obstructiv [298].

Bolnavii de tuberculoza cu afectarea functiei pulmonare la momentul diagnosticului nu
doar cd au rezultate mai proaste al tratamentului antituberculos, dar pot ramane si cu sechele
functionale si dupa vindecarea tuberculozei active, stare tot mai frecvent denumitd boala
pulmonara posttuberculoasa [301]. Beneficiul interventiilor de reabilitare pulmonara la bolnavii
cu sechele posttuberculoase a fost demonstrat cu mai multe ocazii [302]. Aprecierea functiei
pulmonare la bolnavii de tuberculoza ar putea contribui la identificare acelor pacienti care potential
ar putea beneficia, mai mult decat altii, de masurile de reabilitare pulmonara [303].

In putinele studii dedicate acestui subiect a fost observat faptul ci in cazul alterdrii
functiei pulmonare, obiectivizata la etapele initiale ale bolii, o datd cu vindecarea are loc doar o
ameliorare modesta a acestea, iar majoritatea dintre acesti bolnavi rdman cu o disfunctie pulmonara
restantd cu impact negativ asupra calititii vietii [282]. In acest context identificarea de interventii

terapeutice precoce, orientate spre pastrarea sau refacerea functiei pulmonare la acesti bolnavi, ar

155



constitui o prioritate in domeniul reabilitarii pulmonare. Astfel, de interventii ar putea ameliora
rezultatele tratamentului bolii si reduce din severitatea sechelelor posttuberculoase.

Printre factorii majori cu impact asupra rezultatelor tratamentului la bolnavii cu
tuberculoza sunt recunoscuti pattern-ul de rezistenta a tulpinii de M. tuberculosis, statutul HIV al
bolnavului, istoricul de tuberculoza si in mod special prezenta leziunilor cavitare. Din péacate in
setul de date analizate in aceastd cohortd nu a fost disponibild informatia privitor la leziunile
imagistice. La fel, datele privitor la statutul de fumitor al bolnavilor nu au fost cunoscute. in
aceeasi ordine de idei mentionam evaluarea functiei pulmonare doar prin spirometrie fara evaluare
bodypletismograficd. Toate acestea trebuie asumate ca limite ale studiului efectuat, depdsirea
carora ar fi permis o descriere mai nuantatd a problemei, care Insd nu reduc din importanta
concluziei centrale privitor la asocierea dintre statutul functiei pulmonare si rezultatele

tratamentului antituberculos.

6.2 Evaluarea rezultatelor tratamentului tuberculozei multidrogrezistente

In prezent eficacitatea terapiei antituberculoase si rezultatul final al tratamentului sunt
apreciate in baza unor criterii indirecte precum atingerea indicatorilor microbiologici (disparitia
micobacteriilor din sputa expectoratd) si administrarea tuturor dozelor de medicamente din schema
terapeutica. Aceasta abordare este impusa de lipsa unor biomarkeri mai specifici, care sa confirme
eradicarea infectiei tuberculoase din organismului bolnavului, statut care ar corespunde vindecdrii.
Odata ce disparitia micobacteriilor din sputa nu este echivalenta sterilizérii leziunilor tuberculoase
durata tratamentului este stabilitd In mare parte empiric.

Criteriile pentru evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos, aplicate in marea
majoritate a tarilor lumii in prezent, sunt definite de catre OMS [16, 196]. In conformitate cu
acestea concluzia privitor la vindecarea bolii este stabilitd in momentul finalizarii terapiei in baza
indeplinirii criteriilor microbiologice. Acestea din urma frecvent sunt dificil de evaluat din mai
multe motive, inclusiv din cauza disparitiei la bolnavi a expectoratiilor pe parcursul administrarii
tratamentului antituberculos. In acest context, considerand specificitatea redusd a criteriilor
microbiologice utilizate in aprecierea rezultatelor tratamentului, a fost sugeratd ideea de stabilire
a rezultatului final al terapiei antituberculoase dupa o perioada de supraveghere post-tratament (12
luni post-terapie) complementar indicatorilor microbiologici (conversia definitiva a culturii sputei
nu mai tarziu de 6 luni de la initierea terapiei) [264].

In acest capitol este prezentati evaluarea impactului aprecierii rezultatului tratamentului

la bolnavii cu tuberculoza nu la finalizarea curei de medicatie, dar la termenul de un an de la
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incheierea terapiei antituberculoase, in conditiile oferirii ingrijirilor medicale in cadrul

programelor de raspuns la tuberculoza din Europa de Est.

6.2.1 Material si metodda

Evaluarea stabilirii rezultatelor definitive ale tratamentului antituberculos cu considerarea
monitorizarii timp de un an post terapie (criteriile simplificate dupd TBNET) a fost efectuata prin
compararea cu rezultatele apreciate prin intermediul criteriilor utilizate in mod curent (in baza
definitiillor OMS). Compararea a fost realizata in doua cohorte de bolnavi cu tuberculozd MDR
din Europa de Est. Prima cohorta a inclus pacientii cu tuberculoza MDR, care au initiat tratamentul
in perioada 2013-2014 in Republica Moldova, iar a doua cohorta - bolnavii cu tuberculoza, la fel
confirmata prin culturd, internati in Dispensarul antituberculos nr.1 din orasul Harkiv, Ucraina pe

parcursul anului 2014.

Identificarea cohortei din Republica Moldova

Cohorta moldoveneasca a fost identificatd prin intermediul bazei de date SIME-TB
(Sistemul de monitorizare si evaluare a tuberculozei) sectiunea TB 089 in care au fost selectati toti
bolnavii adulti cu tuberculozd pulmonara MDR, care au initiat tratamentul antituberculos in
perioada 01.01.2013-31.12.2014. In studiu nu au fost incluse cazurile firi de confirmare
microbiologica prin cultura, cazurile pediatrice si cazurile cu afectare exclusiv extrapulmonara,
precum si cele pentru care nu a fost disponibile rezultatele culturii sputei la termenul de 6 luni de
la initierea tratamentului. Evolutia post-tratament a fost apreciata, la fel, prin intermediul bazei de
date SIME-TB fiind verificata reinregistrarea in aceasta pe parcursul unui an de la finalizarea

tratamentului. Ca termen limita pentru evaluarea post-terapeutica a fost considerat 31.12.2017.

Identificarea cohortei din Dispensarul antituberculos nr.1 din Harkiv

Cohorta a fost identificatd prin analiza retrospectivd a registrului electronic al
Dispensarului regional din orasul Harkiv (institutie de referinta in tratamentul tuberculozei in
regiunea Harkiv), fiind inclusi bolnavii adulti cu tuberculozad confirmata prin cultura cu pattern de
rezistenti MDR. In studiu nu au fost incluse cazurile pediatrice cele extrapulmonare si cele
rezistente doar la rifampicina, dar cu sensibilitate fata de izoniazida. La fel, ca si In cealaltd cohorta
evolutia post-tratament a cazului de boala a fost verificatd prin intermediul inregistrarilor in baza
de date institutionala pe parcursul a cel putin un an de la finalizarea tratamentului, data limita

pentru evaluarea postratament a fost consideratd 31.12.2017.
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Criteriile stabilirii diagnosticului

La toti pacientii din ambele cohorte pattern-ul MDR al rezistentei microbacteriei
tuberculoase a fost confirmat in baza culturilor fie pe medii MGIT sau pe medii Lowenstein-
Jensen. Schemele de tratament si durata acestora au fost ghidate de protocoalele clinice 1n vigoare
fiind determinate de Comitele de management al cazurilor de tuberculoza din institutiile medicale

respective [255, 304].

Definitiile de evaluare a rezultatelor tratamentului

Pentru evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos au fost aplicate doua seturi de
definitii. Primul cel utilizat de catre programele nationale de control al tuberculozei din sistemele
medicale respective (care sunt in conformitate cu criteriile recomandate de catre OMS) si setul de
definitii propus de catre TBNET, care presupune supraveghere post-tratament timp de un an pentru

stabilirea rezultatului final al terapiei (Tabelul 6.4).

6.2.2. Aprecierea postterapeutici a regultatelor tratamentului la bolnavii cu

tuberculoza MDR

Rezultatele tratamentului in cohorta din Republica Moldova

In perioada 2013-2014 in baza de date SIME-TB au fost identificate 2012 bolnavi care
au initiat tratamentul pentru tuberculoza MDR. Dintre acestia in studiu au fost inclusi 1864 fiind
excluse cazurile fard de informatie privind statutul sputoculturii la termenul de 6 luni de tratament
(n=78), cazurile pediatrice (n=19) si cele extrapulmonare (n=17). Dintre cazurile incluse in analiza
finala 2,4% s-au caracterizat prin rezistenta aditionald la fluorochinolone si aminoglicozidele
injectabile. Varsta medie a bolnavilor inclusi n aceasta cohorta a fost de 40+11,9%, majoritatea
dintre ei fiind de gen masculin (79,6%). Conform anamnezei de boald tuberculoasd suportata
47,5% dintre bolnavii au fost cazuri noi, 25,1% - cazuri de recidiva, 16,5 - cazuri de retratament
dupa pierderea din supraveghere, 10,4% - retratament dupa esec, iar in cazul la 0,53% informatiile
despre suportarea tuberculozei in trecut au lipsit.

Compararea rezultatelor tratamentului evaluate prin cele doua seturi de definitii au pus in
evidentd o rata dubla a cazurilor de esec la aplicarea supravegherii postratament in comparatie cu
evaluarea la finele tratamentului (evaluarea curentd) (respectiv 23,2% versus 11,7%). Aceasta
crestere are loc pe seama la 97 de cazuri care n evaluarea curenta au fost considerate ca vindecate
(11,8% dintre toate cazurile calificate ca vindecate in evaluarea curentd) si 107 cazuri considerate
initial ca pierdute din supraveghere (19,5% dintre toate cazurile pierdute din supraveghere in baza

evaluarii curente).
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Tabelul 6.4 Definitiile categoriilor de evaluare a rezultatelor tratamentului dupa OMS si TBNET

OMS 2013/2014

OMS 2021

TBNET

Tratamentul a fost finalizat in
conformitate cu recomandarilor ghidului
national, fara criterii de esec, si dupa

Bolnav cu tuberculoza pulmonara, cu
tuberculoza confirmata microbiologic la
initierea tratamentului, care a finalizat

Statut negativ al culturii la
termenul de 6 luni de la initierea
tratamentului, lipsa culturilor

Vindecat incheierea fazei intensive au fost tratamentul conform recomandarilor pozitive dupad aceasta si lipsa
obtinute 3 culturi consecutive negative, | ghidului national, indeplinind criteriilor | recidivei bolii pe parcursul unui an
efectuate la o distanta de cel putin 30 de | de raspuns bacteriologic in lipsa de la finalizarea tratamentului.
zile una fatd de cealalta. criteriilor de esec.€
Tratamentul a fost finalizat in Pacient care a finalizat tratamentul n/a
conformitate cu recomandarile ghidului | conform recomandarilor ghidului
national, fara criterii de esec, dar nu national, dar care nu Intruneste criteriile

Tratament exista inregistrari privitor la obtinerea de vindecare sa esec al tratamentului.

complet dupa incheierea fazei intensive a
obtinute 3 culturi consecutive negative,
efectuate la o distantd de cel putin 30 de
zile una fata de cealalta.*

Tratamentul a fost finalizat sau a aparut | Un pacient a carui regim de tratament Statut pozitiv al culturii la 6 luni de
necesitatea schimbarii definitive a doud | necesita a fi terminat sau modificat la inceputul tratamentului sau dupa
medicamente din schema de tratament definitiv cu un regim nou sau strategie aceasta sau recidiva bolii pe

pe motiv de: a) lipsa conversiei la de tratament. P parcursul unui an de la finalizarea
finalizarea fazei intensive; ® sau b) tratamentului.

Esec reversie bacteriologicd in faza de
continuare dupa ce a fost atinsa
conversia; B sau ¢) demonstrarea
achizitiondrii rezistentii aditionale la
fluorochinolone sau injectabilele de linia
doi; d) reactii adverse.

Pacientul care a decedat din oricare Pacientul care a decedat din oricare Pacientul care a decedat din oricare

Deces motiv pe parcursul tratamentului cauza pana la Inceperea sau pe parcursul | motiv pe parcursul perioadei de

tratamentului

observatie.
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Pacient a carui tratament a fost intrerupt | Pacientul care nu a inceput tratamentul | Pacientul care nu primeste ingrijiri
Pierdut din pentru doud luni consecutive sau mai sau a carui tratament a fos.t intrerupt' medicale la 6 luni de la initierea
mult. pentru doud luni consecutive sau mai tratamentului.
supraveghere
mult.
Pacientul curia nu ia fost atribuit nici un | Bolnavului caruia nu i-a fost atribuit nici
rezultat al tratamentului (aici sunt un rezultat al tratamentului. (aici sunt
inclusi bolnavii transferati pentru inclusi bolnavii transferati pentru
Neevaluat tratament intr-o altd unitate medicald sau | tratament intr-o altd unitate medicald sau n/a
a carui rezultat al tratamentului nu este a carui rezultat al tratamentului nu este
cunoscut). cunoscut, dar nu se include cei pierduti
din supraveghere).
Lipsa informatiilor privitor la
statului culturii la 6 luni 1n
Nedeclarat n/a n/a perioada administrarii
tratamentului sau neevaluare dupa
finalizarea tratamentului.

A -in cazul esecul tratamentului, lipsa conversiei la finele fazei intensive, presupune cd pacientul nu a atins conversia la finele duratei maxime a fazei intensive, daca o astfel
de durata nu este definita este sugerat termenul de 8luni, pentru regimurile terapeutice fard o distinctie clara intre faza intensiva si cea de continuare, la fel, este sugerat termenul
de 8 luni de la initierea tratamentului (pentru a defini rezultatele de vindecat, tratament complet si esec).

B - Conversia (in culturd negativa) este considerati in cazul in care doud culturi consecutive, colectate la un interval de cel putin 30 de zile, sunt negative. in acest caz data
colectarii a primei spute este considerata data conversiei. Reversia (In culturd pozitivd) - cultura se considera repozitivata, dupd conversia initiala, in cazul in care sunt obtinute
doua culturi pozitive colectate la un interval de timp de minimum 30 de zile dintre ele. Pentru definirea esecului, reversia este luatd in considerare, doar cand are loc in faza de
continuare.

C - raspunsul bacteriologic se referd la conversia bacteriologica fara de reversie; conversia bacteriologica descrie situatia in care un bolnav cu tuberculoza confirmata
bacteriologic a avut cel putin doua culturi (pentru tuberculoza rezistenta si cea sensibild) sau microscopii (pentru tuberculoza sensibild) consecutive negative testate la un interval
de timp de cel putin 7 zile dintre ele; reversia bacteriologica descrie situatia in care doua culturi (in tuberculoza sensibila sau tuberculoza rezistentd) sau microscopii (in
tuberculoza sensibild) consecutive, colectate separat la un interval de timp de minim 7 zile intre ele, sunt pozitive dupa obtinerea conversiei bacteriologice sau la un pacient cu
tuberculoza fara de confirmare bacteriologica.

D - motivele modificdrii includ: lipsa raspunsului clinic sau bacteriologic; reactii adverse la medicamente; demonstrarea rezistentei fatd de medicamentele din scheme de
tratament.
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Recalificarea celor 97 de cazuri din vindecate in esec a fost efectuatd in baza lipsei
conversiei sputoculturii la termenul de 6 luni de la debutul terapiei (n=24, 2,9% dintre toate cazuri
calificate initial ca vindecate) sau reversiei la sputocultura pozitiva dupa 6 luni de tratament (n=73,
8,8% dintre toate cazurile vindecate la evaluarea curentd). Cazurile de pierdere din supraveghere
au fost recalificate in esecuri datoritd, statutului pozitiv al sputoculturii la termenul de 6 luni de la
initierea tratamentului (n=64, 18,6% dintre toate cazurile de pierdere din supraveghere conform
evaludrii curente) sau datoritd rezultatului pozitiv al sputoculturii la reevaluarea pe parcursul
primului an de la intreruperea tratamentului (n=43, 12,5% dintre toate cazurile pierdute din
supraveghere la evaluarea curenti). In cazul ratei de vindecare aceasta a fost similara la aplicarea
celor doua seturi de criterii de apreciere a rezultatelor tratamentului (43,9% versus 44,2%, Figura
6.4).

Definitiile OMS Definitiile
aplicate in cadrul simplificate
PNRT RM TBNET

Deces
Deces —
n=377 n=377
PDS
PDS
n=343 n=236
Esec Esec
n=219 n=433
Tratament | 5,4%
complet
n=101
Vindecat Vindecat
n=824 n=818

Figura 6.4. Rezultatele tratamentului tuberculozei MDR in cohorta 2013-2014 in
Republica Moldova apreciate dupa definitiile OMS (aplicate in mod curent) si definitiile

simplificate TBNET (cu supraveghere post-terapie)
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Rezultatele tratamentului in cohorta din Harikiv

Aceastd cohortd a inclus 169 de cazuri de tuberculoza 29 dintre care (17,1%) se
caracterizau prin rezistentd aditionald la fluorochinolone si aminoglicozidele injectabile. Varsta
medie a bolnavilor a constituit 40,9%=+11,8%, 71% dintre pacienti fiind de gen masculin.

Majoritatea bolnavilor inclusi in cohorta (n=104, 61,5%) erau cazuri noi de boala.

Definitiile OMS Definitiile
aplicate in cadrul simpliﬁcate
PNRT Harkiv TBNET
Tratament
complet Nedeclarati
Vindecat
45,0% Vindecat
" .
Esec
PDS
Deces 15,4% 15,4%  Deces

Figura 6.5 Rezultatele tratamentului tuberculozei MDR in cohorta 2014 in Dispensarul
antitiberculos nr.1 din Harkiv, Ucraina apreciate dupa definitiile OMS (aplicate in mod

curent) si definitiile simplificate TBNET (cu supraveghere post-terapie)

La fel, ca si in cohorta moldoveneasca, aplicarea criteriilor de supraveghere post-terapie
a dus la o redistribuire importantd a pacientilor conform rezultatului tratamentului, trendul acestor
modificari fiind similar cu cel din cohorta moldoveneasca (Figura 6.5). Astfel, 24/42 (57,1%)
dintre pacientii apreciati ca pierduti din supraveghere conform criteriilor curente de evaluare a

rezultatului tratamentului au fost calificati ca vindecati la aplicarea criteriile de evaluare
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simplificatd dupa TBNET. Dintre bolnavii pierduti din supraveghere 6 au fost recalificati ca esec,
6 nedeclarati si 2 au ramas 1n aceeasi categorie (pierduti din supraveghere). La fel, toti bolnavii
care au fost apreciati ca tratament incheiat conform criteriilor curente de evaluare, nu s-au calificat
pentru criteriile de vindecare conform definitiilor simplificate si au fost considerati nedeclarati. In
acelasi timp, 17 (26,1%) dintre cei 65 de pacienti calificati vindecati conform criteriilor curente de

evaluare au fost considerati ca si esecuri conform criteriilor simplificate.

6.2.3 Sinteza si interpretarea rezultatelor evaludrii posterapeutice a rezultatului
tratamentului in tuberculoza MDR

La evaluarea rezultatelor tratamentului tuberculozei MDR 1n ambele cohorte analizate,
prin definitiile simplificate propuse de TBNET, care iau in consideratie statutul clinic al bolnavului
la un an de la incheierea tratamentului, de rand cu cel microbiologic la termenul de 6 luni de la
initierea terapiei, a fost observata o redistribuire importanta a bolnavilor intre categoriile analizate.
In special in ambele cohorte analizata a crescut rata cazurilor de esec (pe contul bolnavilor initial
considerati ca pierduti din supraveghere sau vindecati), in acelasi timp, rata de vindecare a fost
comparativ similara la aplicarea ambelor seturi de definitii.

Redistribuirea observatd in cohortele analizate este diferitd de cea din alte studii in care a
fost raportata o ratd considerabil mai mare a cazurilor vindecate [200]. Lipsa diferentei intre rata
de vindicare apreciata prin ambele seturi de definitii in prezenta lucrare poate fi explicatd prin
practicile de colectare a specimenelor de sputa pentru monitorizarea tratamentului antituberculos
in cadrul programelor de control al tuberculozei precum cel din Republica Moldova. In special
este vorba de o insistentd deosebitd in asigurarea numarului necesar de specimene examinate la
anumite intervale in timp, pentru atingerea criteriilor microbiologice de vindecare, chiar in
detrimentul calitatii specimenului.

Un comentariu separat necesitd cresterea ratei esecurilor tratamentului la aplicarea
criteriilor de supraveghere post-terapie pe seama bolnavilor considerati pierduti din supraveghere.
Astfel, o treime dintre bolnavii pierduti din supraveghere la revenirea in tratament aveau boald
microbiologic activa, prin urmare pe perioada pierderii din campul vizual al sistemului medical au
constituit o sursa activd de transmitere a tulpinilor micobacteriene cu pattern MDR, factor
considerat unul baza in perpetuarea raspandirii endemice a acestor germeni [293].

Unul dintre aspectele discutiilor privitor la oportunitatea evaluarii post-terapie este dat de
scopul per se al evaluarii, si anume pentru aprecierea eficacitatii clinice a tratamentului, sau pentru
determinarea performantei programelor de control al tuberculozei. Definitiile recomandate de

catre OMS urmaresc determinarea performantei programelor de control al tuberculozei si nu tot
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timpul corespund logicii clinice. De exemplu definitia de esec al tratamentului recomandata de
OMS considerd mai multe determinante microbiologice de rand cu anularea unuia sau mai multor
medicamente 1n caz de identificare a rezistentei sau de aparitie a reactiilor adverse. Astfel, in cazul
inlocuirii in schema de tratament a mai mult de 2 medicamente (datorita rezistentei sau a reactiilor
adverse) cazul de boala este calificat ca esec si este reintrodus in registrele programului de control
al tuberculozei. Cu alte cuvinte neeficienta schemei de tratament este considerata ca rezultat final
al terapiei [ 184].

Evaluarea rezultatelor tratamentului post-terapie frecvent este vazuta drept una mai putin
fezabila datoritd urmatoarelor considerente: 1) diferentierea recidivei bolii de reinfectie poate fi
facutd doar prin aplicarea metodelor de secventiere a genomului micobacterian (accesul la care n
activitatea clinica curenta este extrem de limitat); 2) supravegherea post-tratament ar necesita
resurse importante, care de reguld sunt apreciate ca fiind indisponibile in multe dintre zonele cu
incidentd inalta a tuberculozei; 3) raportarea dupa o perioada de supraveghere ar putea in unele
cazuri intarzia luarea unor decizii prompte in cazurile de esec [303].

Contestand argumentele de mai sus in defavoarea evaludrii post-terapie, in cazul celui
dintai, ar fi de mentionat ca desi datele privitor la rata recidivei sau reinfectarii in perioada post
terapeutica precoce sunt limitate, cele disponibile sugereaza ca totusi recaderile bolii In primul an
post-tratament au loc prioritar datoritd recidivarii infectiei tuberculoase si nu secundar reinfectarii
[307]. In plus, la ora actuald asistim la o extindere rapida a utilizarii tehnicilor de secventiere
inclusiv pentru diagnosticul curent din tarile cu incidenta inalta a tuberculozei, fapt care ne face
optimisti privitor la posibilitatea diferentierii moleculare in practica clinicd curentd a cazurilor de
recidiva de cele de reinfectare deja in viitorul apropiat [308].

In ceea ce priveste fezabilitatea supravegherii post-terapeutice, trebuie mentionat faptul
cd monitorizarea post-terapie este o realitate in multe dintre programele nationale de control al
tuberculozei, in literatura fiind raportate mai multe modalitati a unei astfel de supravegheri. Astfel,
putem aminti contactarea directd a bolnavului care a incheiat tratamentul, realizata fie prin vizita
la domiciliul pacientului fin prin apel telefonic. Succesul supravegherii in cazul acestei tactici
poate depasi rata de 90% [200, 309]. La fel, informatiile obtinute prin contactarea directd a
bolnavilor ar putea fi complementate cu cele obtinute de la membrii comunitatii, in special
considerand faptul ca in multe regiuni cu incidenta nalta a tuberculozei, membrii comunitatii sunt
implicati activ in oferirea tratamentului antituberculos [310]. In cazul imposibilititii contactarii
directe sau indirecte a bolnavilor evaluarea post-terapeutica ar putea fi efectuata prin intermediul
registrelor nationale sau regionale, fezabilitatea acestei abordari fiind demonstrata si in prezentul

studiu.
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In contextul celui de al treilea argument frecvent anuntat in potriva evaluarii post-terapie
(intarzierea detectarii cazurilor de esec), trebuie mentionat faptul ca majoritatea cazurilor de esec
de reguld sunt identificate in baza criteriilor microbiologice in primele 6 luni de terapie, iar
identificarea prompta a unui numar relativ redus de cazuri de reactivare post-tratament tine in mare
parte de vigilenta generala a sistemului medical fatd de diagnosticul si profilaxia bolilor infectioase
cu transmitere aerogena.

Tot in sustinerea rationalitdtii supravegherii post-terapeutice pentru aprecierea
rezultatelor finale ale tratamentului mentionam ca atat in studiile clinice de acum cateva decenii
cat si trialurile contemporane care evalueaza medicamentele si schemelor antituberculoase a fost
aplicat si se aplica ca si criteriu de eficacitate inclusiv prevenirea recaderii bolii [13]. Astfel, pare
lipsit de sens renuntarea la acest criteriu de eficacitate, la aprecierea rezultatului terapiei in cazul
pacientului individual in practica clinica curenta.

In ultima revizuire a definitiilor de aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos
publicata de catre OMS (Tabelul 6.4) [277], a fost introdusa recomandarea optionala de stabilire
a rezultatelor finale ale tratamentului antituberculos dupa o supraveghere post-terapeutica de 6 luni
in studiile operationale, dar nu si in evaluarea programatica a rezultatelor tratamentului. Aceasta
abordarea diferentiata intr-un fel oficializeazd intelegerea unanima a faptului ca evaluarea
programatica ar putea sd nu releve adevarata eficienta clinica a terapiei antituberculoase si intr-un
sens intredeschide fereastra discutiilor despre existenta unor criterii potential diferite pentru
evaluarea eficacitatii terapiei 1n practica clinica (diferite de cele de evaluare programatica sau din

cercetare).

6.3 Concluzii la capitolul 6
1. Trei patrimi dintre bolnavii adulti cu tuberculoza pulmonard la momentul
diagnosticului bolii au afectatd functia pulmonard, la majoritatea dintre ei fiind prezentd o

disfunctie de tip restrictiv.

2. Pacientii adulti cu tuberculoza pulmonara cu pattern restrictiv de afectare a functiei
pulmonare determinat la momentul stabilirii diagnosticului au o ratd mai mica a tratamentului de
succes si 0 ratd mai mare a rezultatelor negative ale terapiei (esec sau deces) comparativ cu

pacientii cu functie pulmonara normald, acestea coreland cu severitatea restrictiei.

3. Disfunctia pulmonara de tip restrictiv prezentd la momentul diagnosticului bolii la
bolnavii adulti cu tuberculoza pulmonara este un factor de risc independent asociat cu rezultatele

negative (esec sau deces) ale tratamentului antituberculos.
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4. Supravegherea postterapeutica, inclusiv in conditiile managementului programatic al
bolnavilor de tuberculoza multidrogrezistentd, permite o evaluare mai obiectiva, din punct de

vedere clinic, a rezultatelor tratamentului antituberculos in special a esecurilor terapiei.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

CONCLUZII

1. Nivelul limfocitelor T cu profil citokinic IL-2TFN-y" este crescut la bolnavii cu
tuberculoza activa comparativ cu persoanele cu ITBL sau cele cu tuberculoza vindecata si acesta
poate fi usor determinat prin FluoroSpot, desi aplicarea in practica clinicd a acestui biomarker nu

ofera acuratetea necesara.

2. Citirea automatizata a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescentd cu auramind cu
ajutorul dispozitivului Fluorobot poseda sensibilitate si specificitate comparabile cu cele obtinute
la citirea manuald de catre un microscopic experimentat si poate fi cu succes aplicatd pentru
optimizarea lucrului personalului de laborator, in special in laboratoarele specializate cu volum

mare a probelor analizate.

3. Implementarea Xpert MTB/RIif la nivel national in Republica Moldova a contribuit la
reducerea semnificativa a intarzierii terapeutice la bolnavii adulti cu tuberculoza pulmonara
multidrog rezistenta, aceasta devenind de 6 ori mai micd comparativ cu perioada de pand la

implementare.

4. Utilizarea specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu tuberculoza pulmonara cu
sputda paucibacilara (BAAR si Xpert MTB/Rif negativd) permite aditional confirmarea

microbiologica a diagnosticului la o patrime dintre acesti bolnavi.

5. Includerea badaquilinei in schemele de tratament administrate in conditiile
managementului programatic al bolnavilor cu tuberculozd MDR, inclusiv la cei cu esec al
tratamentului precedent, se asociaza cu o ratd mai mare si mai rapida de conversie a sputei, o rata

mai 1naltd a tratamentului de succes si mortalitate mai redusa.

6. Rezistenta la izoniazida la tulpinile multidrog rezistente de M. tuberculosis circulante
in Republica Moldova este determinatd de mutatii in gena katG, izolat sau in combinatie cu mutatii
in promotorul inhA, asociate cu un nivel 1nalt de rezistenta fata de acest medicament, fapt care
pericliteaza administrarea empirica a izoniazidei in doze mari ca parte a schemelor de tratament in

tuberculoza multidrogrezistenta.

7. Disfunctia pulmonara de tip restrictiv stabilitd la momentul diagnosticului bolii la
pacientii adulti cu tuberculoza pulmonara este un factor de risc independent asociat cu rezultatele
negative (esec sau deces) ale tratamentului antituberculos, cu un impact comparabil cu cel al

rezistentei multiple la medicamente.
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8. Supravegherea postterapeuticd, inclusiv in conditiile managementului programatic al
bolnavilor de tuberculoza multidrogrezistenta, permite o evaluare mai obiectivd din punct de

vedere clinic a rezultatelor tratamentului antituberculos.

RECOMANDARI

1. Aprecierea limfocitelor T in singele periferic secretoare de IL-2'INF-y" nu este
recomandata pentru utilizarea in practica clinicd pentru diagnosticul tuberculozei active sau

diferentierea infectiei tuberculoase latente de tuberculoza activa.

2. Pentru examinarea microscopica a frotiurilor de sputa, colectate in scop diagnostic de
la persoanele suspecte de tuberculozd pulmonara, in laboratoarele cu volum sporit de probe
examinate (laboratoarele de referintd regionale sau cel national) este recomandata utilizarea citirii

automatizate a acestor frotiuri prin intermediul dispozitivilor robotizate de tip Fluorobot.

3. La bolnavii suspecti de tuberculoza pulmonara cu sputa paucibacilard (BAAR si Xpert
negativd) pentru confirmarea microbiologicd a tuberculozei pulmonare este recomandata

examinarea microbiologica prin (Xpert MTB/Rif si culturd) a probelor de aspirat bronsic.

4. Pentru asigurarea initierii In timp util a tratamentului antituberculos la bolnavii cu
tuberculoza multidrogrezistenta, se recomanda asigurarea durabild cu consumabile pentru testarile
moleculare-genetice de diagnosticare rapidd a tuberculozei rezistente la rifampicinad si celei

multidrogrezistente.

5. Includerea in schemele individualizate de tratament a tuberculozei multidrog rezistente
a badaquilinei, de rand cu asigurarea aderentei la tratament a bolnavilor respectivi este

recomandata la toti bolnavii fara rezistentd demonstrata fata de aceste medicament.

6. Testarea, prealabil includerii in schemele de tratament a izoniazidei in doze mari, a
mutatiilor genotipice asociate rezistentei fatd de acest medicament este recomandatd la toti
bolnavii cu tuberculoza multidrogrezistenta care potential urmeaza sa primeasca izoniazida in doze

terapeutice crescute.

7. Aprecierea functiei pulmonare prin spirometrie la bolnavii cu tuberculoza pulmonara,
cu respectarea masurilor de control al infectiei, este recomandata in scopul identificarii pacientilor
cu risc sporit rezultat nefavorabil al tratamentului, care potential ar putea beneficia de interventii

de reabilitare respiratorie.
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8. Monitorizarea posterapeutica pentru stabilirea rezultatelor finale ale tratamentului este
recomandata la bolnavii cu tuberculozd tratati in cadrul programului national de raspuns la

tuberculoza.
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DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiin{ifico-practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,,UTILIZAREA SPECIMENELOR DE
ASPIRAT BRONSIC SI A TESTULUI XPERT MTB/RIF PENTRU CONFIRMAREA
MICROBIOLOGICA A TUBERCULOZEI PULMONARE LA BOLNAVI CU
REZULTATE NEGATIVE A EXAMINARILOR MICROBIOLOGICE iN SPUTA
LIBER EXPECTORATA”

2. Autori: Dumitru CHESOV, dr.st.med., conf. univ., Doina RUSU, dr.st.med., conf univ.
Valeriu CRUDU, dr.st.med., conf. univ. Nelly CIOBANU, Victor BOTNARU, dr.hab. st.med.,
prof. univ.

3. Numairul inovatiei: Nr. 5978 din 03 februarie 2023.

4. Unde si cind a fost implementatid: IMSP Institutul de ftiziopneumologie “Chiril
Draganiuc”, perioada 2018-2023 aa.

5. Eficacitatea implementarii: Aplicarea testului Xpert MTB/Rif in probele de aspirat
bronsic a demonstrat o acuratefe diagnosticd buni (sensibilitate 46,1% (95%CI, 31,6% - 61,4%)
si specificitate 98,2% (95%Cl, 96,9% - 99,0%)), care ofera plus voalare diagnostica examinarii
specimenelor de sputi liber expectorata.

6. Rezultatul implementirii: Implementarea permite cresterea cu 24% a ratei de
confirmare microbiologicd a tuberculozei pulmonare la bolnavii cu rezultate negative ale
examindrilor microbiologice in sputa liber expectorata.

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

Director
IMSP IFP "Chiril Draganiuc” .
dr.st.med , conf univ. AR DoinarUSU

Sef departament, Departamentul Cercetare, % o
dr. hab. st. med., conf. univ. Elena RAEVSCHI
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DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic)

I Denumirea ofertei pentru implementare. . DETERMINAREA TIPULUI
MUTATIEI ASOCIATE CU REZISTENTA LA IZONIAZIDA LA BOLNAVII DE
TUBERCULOZA  MULTIDROG REZISTENTA (MDR) LA CARE SE
INTENTIONEAZA INCLUDEREA iN SCHEMA DE TRATAMENT A IZONIAZIDEI iN
DOZE MARI”

2. Autori: Dumitru CHESOV., dr.st.med., conf. univ., Doina RUSU, dr.st. med., conf. univ.

Valeriu CRUDU, dr.stmed., conf. univ. Nelly CIOBANU, Victor BOTNARU, dr.hab. stmed.,
' prof. univ

3. Numirul inovatiei: Nr. 5979 din 03 februarie 2023.

4. Unde si cind a fost implementatd: IMSP Institutul de ftiziopneumologie “Chiril
| Draganiuc™, perioada 2018-2023 aa.

5. Eficacitatea implementirii: in baza analizei de argumentare a intervengiei mutatii in
gen katG au fost evidentiate la 90% dintre tulpinele analizate, iar izolat doar in gena inhA doar la
0,7%, in 11,2 % dintre tulpini nu au fost identificate mutatii cunoscute in genela katG sau inhA.

6. Rezultatul implementirii: Implementarea permite evitarea administririi nerationale si
potential toxice a dozelor mari de izonazidi la bolnavii cu tuberculozi MDR cu rezistenti
crescutd fafd de acest preparat, care constituie peste 90% dintre tofi bolnavii cu acest tip de
rezistenta.

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

Director

IMSP IFP "Chiril Draganiuc” .
dr.st.med., conf univ. AH LS Doina RUSU

Sef departament, Departamentul Cercetare,

dr. hab. st. med., conf. univ. Elena RAEVSCHI
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(in procesul stiinfifico-practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: »CITIREA ROBOTIZATA A
FROTIURILOR DE SPUTA N MICROSCOPIE FLUORESCENTA PENTRU
DETECTAREA BACILILOR M. TUBERCULOSIS CU AJUTORUL FLUOROBOT-

ULur
2 Autori: Dumitru CHESOV, dr.st.med., conf, univ., Doina RUSU, dr.st. med., conf. unv.

Valeriu CRUDU, dr.st.med., conf. univ. Nelly CIOBANU, Victor BOTNARU, dr.hab. st.med.,

prof. univ.
3. Numirul inovatiei: Nr. 5980 din 03 februarie 2023.
4. Unde si cind a fost implementati: IMSP Institutul de ftiziopneumologie "Chiril

Draganiuc”, perioada 2018-2023 aa.

5. Eficacitatea implementirii: Sistemul Fluorobot de citire robotizatd frotiurilor
fluorescente destinate examenului microscopic a demonstrat o sensibilitate de 70% si
specificitate de 82% in probele de sputd liber expectorate examinate in scop diagnostic la

bolnavii cu tuberculoza pulmonara
6. Rezultatul implementirii: Citirea robotizatd prin Fluorobot poate substitui citirea

manuald de catre personalul de laborator, ceea ce permite redistribuirea resurselor umane a
diviziunii spre alte examindri microbiologice mai laborioase.

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere.

Director
IMSP IFP "Chiril Draganiuc”
dr.st.med., conf.umv. . %’/fﬂ/ Doina RUSU

Sef departament, Departamentul Cercetare,

dr. hab. st. med., conf. univ. Elena RAEYSCHI
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctor habilitat sunt
rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza sa

suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.
Chesov Dumitru

05/06/2023
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INFORMATII PERSONALE

CURRICULUM VITAE DUMITRU CHESOV

Data nasterii 23.07 1983
Cetatenia Republica Moldova

4 dumitru.chesov@usmfmd

LOCUL DE MUNCAPENTRU  Conferentiar universitar, Disciplina de pneumologie si alergologie, USMF ,Nicolae
CARE SE CANDIDEAZA  Testemitanu”
EXPERIENTA PROFESIONALA

lanuarie 2019- prezent

lanuarie 2011- 2019

Aprilie 2018 - prezent

Septembrie 2014 - Octombrie

2019

Aprilie 2011 - Septembrie 2011

Octombrie 2010- Aprilie 2011

Septembrie 2008 -lunie 2010

EDUCATIE S| FORMARE

Septembrie 2014 -
Septembrie 2017

Noiembrie 2010 - Mai 2014

Noiembrie 2007 - lulie 2010

Septembrie 2001 - lunie 2007

Conferentia universitar
Disciplina de pneumologie si Alergologie, USMF "Nicolae Testemitanu”, Moldova

Asistent universitar

Disciplina de pneumologie si Alergologie, USMF “Nicolae Testemitanu”, Moldova
Cercetator stiintific

Laboratorul Clinica bolilor infectioase, Centrul de cercetari din Borstel, Germania
Metodist Coordonator

Departamentul Stiintd, USMF "Nicolae Testemitanu”, Moldova

Sef Sectie

Sectia de Monitorizare si Evaluarea a programului National de control al TB, IFP "Chirila
Draganiuc”, Moldova

Cercetator stiintific stagiar
Laboratorul, Boli nespecifice ale aparatului respirator
Laborant

Catedra Medicina intema nr.1, USMF "Nicolae Testemitanu”, Moldova

Master in managementul sanatatii publice
Scoala de management in sanatate publica, USMF "Nicolae Testemitanu”, Moldova

Doctor in stiinte medicale

Studii prin doctorat specialitatea bali interne (pulmonologie), USMF "Nicolae Testemitanu”,
Moldova

Medic specialist Boi interne
Studii prin rezidentiat specialitatea boli interne, USMF “Nicolae Testemitanu”, Moldova
Medic

Facultatea Medicina, USMF "Nicolae Testemitanu”, Moldova
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ACTIVITATE DE CONSULTANTA
SI EXPERTIZARE

2013 - prezent - Institute of Health and Medical Social Assistance, Moldova;
- Friedrich Ebert Stiftung (Moldova office);
- Centre for Health Policies and Studies. (PAS), Moldova;
- ERS College of Experts, Lausanne, Elvetia

CALIFICARI PROFESIONALE

Mai 2019 Medic Pneumolog categoria superioara
Septembrie 2013 Certificare HERMES diploma europeani de calificare in medicina respiratorie a adultului.
Mai 2013 Medic pneumolog categoria a doua

IMPLICARE IN PROIECTE DE
CERCETARE

2018 - 2020 Cercetator consultant

East European Study Site, DZIF
2018 - 2020 Consultant

CARE common action against HIV/ TB/HCV across the regions of Europe
2015-2018 Consultant

International TB Portals Program
2016 - 2018 Investigator local principal
New Generation of IGRA in immunocompromised individuals (TBnet#54)

2016 -2018 Investigator clinic
An Integrated Tabletop Platform for Rapid Detection of XDR-TB in Clinical Samples, NIH

2013 Investigator principal
Treatment responses in patients with pulmonary tuberculosis, ERS Short Term
Fellowship

2011-2014 Investigator Clinic

GCCD Global Consortium for Drug Resistant Tuberculosis, NIH

PROIECTE EDUCATIONALE

2015-2018 REACH 4 Moldova, DAAD

ACTIVITATE EDITORIALA

2017- prezent Editor Asociat/ Membru al colegiului de redactie

- International Journal of Tuberculosis and Lung Disease;
- European Clinical Respiratory joumal;
- Moldovan Journal of Health Science.

2013 - prezent Recenzent (reviewer)
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- International Journal of Tuberculosis and Lung Disease (IJTLD),
- Respiration;

- Current Respiratory Medicine Reviews;

- Folia Medica;

- Clinical Microbiology and Infection

PUBLICATII
Publicatii stiintifice 80
Citari Web of Science 497
Hindex 13
3 MEMEBRU AL
SOCIETATILOR DE PROFIL
2010 - prezent European Respiratory Society
2010 - prezent TBNET — Tuberculosis European Trial Group
2011 - prezent VIAREMO - Societatea de respirologie din Moldova
2013 - prezent International Union Against tuberculosis and Lung Diseases
COMPETENTE PERSONALE
Limbamaterna  Roméana
Alte imbi straine cunoscute INTELEGERE VORBIRE SCRIERE
Ascultare Citire Par‘(icipare_la Discurs oral
conversatie
Engleza C1 C1 C1 C1 C1
Rusa Cc2 Cc2 Cc2 Cc2 C1
Franceza A2 A2 A2 A2 A2

Competente digitale ~ Operarea la nivel avansat: OS Windows, MS OFICE, SPSS
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